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AI FK506 (takrolimus) je makrolakton poliketidnega izvora z imunosupresivno 
aktivnostjo, ki ga proizvajajo nekatere streptomicetne vrste. Uporablja se kot 
imunosupresivno zdravilo za preprečevanje zavrnitve organov po presaditvi in 
zdravljenje vnetnih kožnih bolezni. Pri uporabi FK506 so pogosti neželeni učinki kot 
so nefrotoksičnost, nevrotoksičnost in arterijska hipertenzija. Z uporabo 
Streptomyces tsukubaensis NRRL 18488, ki je industrijski producent FK506, smo 
razvili robusten  bioproces za produkcijo FK506 na nivoju stresalnika. Vzpostavljen 
bioproces smo uporabili za optimizacijo kemobiosinteznega postopka, kjer smo v 
procesno brozgo S. tsukubaensis s prekinjenim genom allR (homologom krotonil-
CoA-reduktaze/karboksilaze) dodajali prekurzor propargilmalonil-SNAC in na ta 
način pridobili nov analog FK506. Sev S. tsukubaensis s prekinjenim genom allR ne 
more sintetizirati FK506, niti FK520 in propil-FK506, ki nastajata kot stranska 
produkta med bioprocesom. Prisotnost novega analoga FK506, propargil-FK506 smo 
potrdili z metodo HPLC in MS. Produkcija propargil-FK506 je bila nižja v primerjavi 
s produkcijo FK506 pri izhodnem naravnem sevu S. tsukubaensis in pri sevu ∆allR 
po dohranjevanju z naravno podaljševalno enoto alilmalonil-SNAC. Nadalje smo 
zato optimizirali kemobiosintezni proces z dodajanjem propargilmalonil-SNAC v 
različnih koncentracijah. Ugotovili smo, da imajo višje koncentracije nenaravne 
podaljševalne enote propargilmalonil-SNAC inhibitorni učinek na produkcijo FK506 
pri sevu S. tsukubaensis NRRL 18488. Kemobiosintezni bioproces je deloval najbolj 
optimalno pri koncentraciji prekurzorja propargilmalonil-SNAC v končni 
koncentraciji 0,5 g/L in temperaturi 24 °C. 
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AB FK506 (tacrolimus) is a 23-membered macrolide of poliketide origin with a powerful 
immunosuppressive activity produced by several Streptomyces spp. It is a clinically 
important therapeutic drug used for preventing rejection of transplanted organs and 
in combating inflammatory skin diseases. FK506 can causes serious side effects 
primarily nephrotoxicity, neurotoxicity and arterial hypertension. Firstly, we have 
used the FK506-producing strain Streptomyces tsukubaensis NRRL 18488 to 
develop robust bioproces for FK506 production at the shaker level. However, the 
goal of this study was to develop a chemobiosinthetic process for production of a 
novel FK506 analogue by using allR inactivated mutant strain of S. tsukubaensis. 
The allR deletion mutant produced neither FK506, nor FK520 or propyl-FK506. The 
non-natural synthetic unit propargylmalonyl-SNAC was supplemented to the 
cultivation broth during the fermentation process of ∆allR mutant strain, which 
resulted in production of the new FK506 analogue propargyl-FK506. The presence 
of a new analogue propargyl-FK506 was confirmed by HPLC and MS. However, 
production of propargyl-FK506 was low as compared to the production of FK506 in 
wild type strain (S. tsukubaensis NRRL 18488) and production of FK506 after 
chemobiosinthesis with natural extender unit allylmalonly-SNAC when using the 
∆allR mutant strain. Therefore, we tested different proparglymalonyl-SNAC feeding 
regimes. We observed significant inhibitory effect of proparglymalonyl-SNAC on 
the production of FK506 in wild type strain. We demonstrated that the most effective 
feeding regime was when supplementation of extender unit proparglymalonyl-SNAC 
was carried at the final concentration 0, 5 g/L at 24 °C.   
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI  
 
ACP proteinski prenašalec acilne skupine  
 (ang. Acyl Carrier Protein) 
alilmalonil-SNAC alilmalonil-N-acetilcisteamin tioester  
 (ang. allylmalonyl-N-AcetylCysteamine) 
allR gen za krotonil-CoA-reduktazo/karboksilazo v sekundarnem 
 metabolizmu 
AT aciltransferaza 
ATP adenozin trifosfat (ang. Adenosine Triphosphate) 
BC biotin karboksilaza (ang. Biotin Carboxylase) 
BCCP biotin-karboksil prenašalni protein  
 (ang. Biotin Carboxyl Carrier Protein) 
1,3-bPG 1,3-bifosfoglicerat (ang. 1, 3-biphosphoglycerate) 
bp bazni par 
C citozin 
CCR krotonil-CoA-reduktaza/karboksilaza  
 (ang. Crotonyl-CoA-Reductase/carboxylase) 
CFU kolonijska enota (ang. Colony Forming Unit)   
CoA koencim A (ang. Coenzyme A) 
CsA ciklosporin A (ang. Cyclosporin A) 
CT karboksiltransferaza (ang. Carboxyl Transferase) 
DEB deoksieritronolid B (ang. Deoxyerythronolide B) 
DEBS 6-deoksieritronolid B sintaza (ang. 6-  
 deoxyerythromycin B Synthase) 
DHCHC 4,5-dihidroksicikloheks-1-en karboksilna kislina  
 (ang. 4,5-dihydroxycyclohex-1-enecarboxylic acid) 
DH dehidrataza 
DMSO dimetilsulfoksid 
DNA deoksiribonukleinska kislina (ang. Deoxyribonucleic Acid) 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti  
 (ang. High Performance Liquid Chromatography)  
ER enoil-reduktaza 
FDA Agencija za živila in zdravila (ang. Food and Drug  
 Administration) 
FKBP FK506 vezavni protein (ang. FK506 Binding Protein) 
FK506 imunosupresiv, imenovan tudi takrolimus 
G gvanin  
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KS keto-sintaza 
LC-MS tekočinska kromatografija – masna spektrometrija  
 (ang. Liquid Chromatography – Mass Spectrometry)  
Mb megabaza 
MCAT malonil-CoA:ACP transferaza 
MT metil-transferaza 
NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat v reducirani obliki 
 (ang. Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate in reduced 
form)  
NF-AT nuklearni faktor aktiviranih limfocitov T  
 (ang. Nuclear Factor of Activated T-cells) 
NMR  jedrska magnetna resonanca 
 (ang. Nuclear Magnetic Resonance) 
NRPS neribosomska peptid-sintetaza (ang. Non-Ribosomal 
 Peptide Synthetase) 
PDB biosinteza usmerjena s prekurzorskimi enotami   
 (ang. Precursor-Directed Biosynthesis) 
PKS poliketid sintaza (ang. Polyketide Synthase) 
post-PKS pozne stopnje biosinteze FK506 
propargilmalonil-SNAC propargilmalonil-N-acetilcisteamin tioester 
SNAC -N-acetilcisteamin tioester (ang. N-acetylcysteamine) 
TE tioesteraza 
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SLOVARČEK 
 
Aktinomicete skupina po Gramu pozitivnih bakterij, ki jih uvrščamo v red 
Actinomycetales (deblo Actinobacteria) 
Aktivno mesto encima mesto v encimu, kamor se veže substrat in kjer se odvija 
kataliza 
Analog spojina, katere kemijska struktura je podobna strukturi druge 
spojine, razlikuje se samo v enem atomu ali prisotnosti oz. 
odsotnosti določene funkcionalne skupine  
Claisenova kondenzacija kemijska reakcija, pri kateri pride do nastanka vezi ogljik-
ogljik. Produkt, ki nastane je β-keto ester ali β- diketon.  
emc operon področje DNA, kjer so kodirani geni za encime vpletene v 
nastanek podaljševalne enote etilmalonil-CoA 
Imunosupresivi zaviralci imunskega odziva 




krajša aktivirana aminokislina, potrebna za nastanek 
poliketidne verige jončnega produkta  
Poliketidi sekundarni metaboliti, ki jih sintetizirajo poliketid sintazni 
encimski kompleksi  
Sekundarni metaboliti naravne spojine, ki nastajajo v stacionarni fazi rasti celice iz 
intermediatov primarnega metabolizma  
Streptomicete skupina bakterij iz rodu Streptomyces 
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1 UVOD  
Sekundarni metaboliti so v pravilu spojine z nizko molekulsko maso, ki niso nujno potrebne 
za rast, razvoj in reprodukcijo organizma (Demain in Fang, 2000; Vining, 1992). Glede na 
kemijsko strukturo jih lahko uvrstimo v naslednje razrede: maščobne kisline, alkaloidi, 
neribosomalni peptidi, terpeni, steroidi in poliketidi (Kück in Frankenberg-Dinkel, 2015). 
Poliketidi sestavljajo veliko družino strukturno raznovrstnih in kompleksnih naravnih 
produktov s številnimi farmakološkimi aktivnostmi. Mednje uvrščamo medicinsko 
pomembne molekule, kot so tetraciklini in eritromicin, FK506, doksorubicin, monensin in 
avermektin (Kuščer in sod., 2005). Med najpomembnejšimi producenti sekundardnih 
metabolitov so aktinomicete, filamentozne, po Gramu pozitivne bakterije, ki sintetizirajo kar 
45 % vseh znanih bioaktivnih mikrobnih naravnih snovi (Madigan in Martinko, 2006; 
Solecka in sod., 2012). 
FK506, znan tudi kot takrolimus, se uporablja kot imunosupresivno zdravilo za terapijo po 
presaditvi organov in zdravljenje vnetnih kožnih bolezni (Meingassner in Stutz, 1992; 
Assmann in sod., 2000). FK506 se veže na receptorje iz družine imunofilinov, imenovane 
FK506 vezavni proteini (FKBP) (Harding in sod., 1989). Kompleks FK506-FKBP nato 
deluje na tarčni protein kalcinevrin in prepreči njegovo serin/treonin fosfatazno aktivnost, 
kar zavre proliferacijo T-celic na prehodu iz G0-G1 fazo (Liu in sod., 1991). Poleg FK506 se 
v transplantacijski medicini uporablja tudi ciklosporin, vendar je FK506 učinkovitejši in ima 
manj stranskih učinkov (Kino in sod., 1987a, 1987b). Nedavno so odkrili tudi 
nevroprotektivno in nevroregenerativno delovanje FK506 (Gold, 2000; Sierra-Paredes in 
Sierra-Marcuno, 2008).  
Biosinteza FK506 poteka na hibridnem PKS (poliketid sintaznem)/NRPS (neribosomskem 
peptid-sintetaznem) sistemu (Staunton in Weissman, 2001). Na slednjem se sintetizira tudi 
strukturen analog FK520, ki nastaja kot stranski produkt med proizvodnjo FK506 
(Motamedi in sod., 1997; Motamedi in Shafiee, 1998). FK520 lahko predstavlja tudi do 20 % 
nastalega FK506 in otežuje procese njegove izolacije (Mo in sod., 2011). Izgradnjo 
ogljikovega ogrodja FK506 in FK520 katalizira modularna PKS tipa I iz začetne in desetih 
podaljševalnih enot. Za vsak posamezen cikel je potreben minimalni set treh encimskih 
domen: ketosintazna (KS) in aciltransferazna (AT) domena ter proteinski prenašalec acilne 
skupine (ACP) (Andexer in sod., 2011). Funkcija AT domen je prepoznavanje in vezava 
ustreznih podaljševalnih enot na PKS kompleks. Večino AT domen je ozko specifičnih in 
prepoznavajo le ozek spekter podaljševalnih enot (Dunn in Khosla, 2013; Khosla in sod., 
1999).  
 
Kosec in sod. (2012a) so pokazali, da AT modula 4 FK506 PKS kompleksa ni popolnoma 
selektivna in lahko sprejema tudi podaljševalne enote, vezane v obliki N-acetilcisteamin 
tioesterov, ki se vgradijo na 21. ogljikovem atomu FK506. Z uporabo genske inaktivacije in 
kemijske komplementacije so razvili kemobiosintezni proces, s katerim je mogoča 
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produkcija FK506 brez prisotnosti stranskih produktov, hkrati pa je takšen pristop mogoče 
uporabiti tudi za produkcijo novih analogov FK506. 
1.1 NAMEN DELA  
Namen magistrskega dela je bil z uporabo genetsko spremenjenega seva S. tsukubaensis 
optimizirati kemobiosintezni postopek za pridobivanje FK506 analogov, ki so ga razvili 
raziskovalci podjetja Acies Bio d. o. o.  v Ljubljani.  
 
Najprej smo nameravali optimizirati bolj učinkovit postopek za produkcijo FK506 na nivoju 
stresalnika in s tem razviti bioproces, ki bi omogočal zadovoljiv donos in ponovljivost 
eksperimentov s S. tsukubaensis NRRL 18488, divji tip. Z vzpostavljenim bioprocesom smo 
nameravali izvesti eksperimente dodajanja nenaravnih podaljševalnih enot vezanih v obliki 
N-acetilcisteamin tioestrov (alilmalonil-SNAC in propargilmalonil-SNAC) ob različnih 
časovnih intervalih in končnih koncentracijah v procesno brozgo S. tsukubaensis s 
prekinjenim genom allR.  
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE  
 Pričakujemo, da bomo z nekaj modifikacijami obstoječih protokolov za industrijsko 
produkcijo FK506 vzpostavili ponovljiv bioproces z zadovoljivim donosom FK506 
z divjim tipom S. tsukubaensis NRRL 18488.  
 
 Dodajanje sintetične podaljševalne enote propargilmalonil-SNAC v procesno brozgo 
mutante S. tsukubaensis ∆allR bo vodilo v produkcijo novega analoga FK506, 
propargil-FK506, ki bo imel na ogljikovem atomu C21 namesto alilne skupine, 
vezano stransko verigo, ki bo vsebovala trojno vez.  
 
 Pričakujemo, da bomo s spreminjanjem časovnih intervalov in končnih koncentracij 
dodajanja sintetične enote propargilmalonil-SNAC dosegli povišan donos novega 
analoga, propargil-FK506.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 AKTINOMICETE  
2.1.1 Splošno o aktinomicetah  
 
Aktinomicete (red Actinomycetales) so po Gramu pozitivne aerobne bakterije, za katere je 
pogosto značilna rast v obliki filamentov, ki se razvejajo in prepletajo v zamreženo strukturo, 
imenovano micelij. Aktinomicete naseljujejo najrazličnejša okolja, tako terestrična kot tudi 
vodna. Imajo pomembno vlogo pri kroženju snovi v zemlji, saj izločajo številne zunajcelične 
encime za razgradnjo organskega materiala. Večino aktinomicet je striktnih saprofitov, 
živijo pa tudi v mutualističnih ali parazitskih odnosih z rastlinami in živalmi (Goodfellow in 
Williams, 1983). Aktinomicete so pomembne producentke antibiotikov in ostalih biološko 
aktivnih metabolitov. Sintetizirajo kar 45 % izmed vseh znanih 22.000 bioaktivnih spojin 
mikrobnega izvora. Do danes je bilo opisanih več kot 140 rodov aktinomicet (Solecka in 
sod., 2012). Najpogostejši proizvajalec sekundarnih metabolitov znotraj redu 
Actinomycetales je rod Streptomyces. Ostali rodovi, ki še prispevajo k sintezi sekundarnih 
metabolitov, so Amycolatopsis, Saccharopolyspora, Actinoplanes in Micromonospora 
(Challis in Hopwood, 2003). 
 
2.1.2 Rod Streptomyces  
 
Rod Streptomyces sta na podlagi morfoloških znakov ter kemotipa celične stene prvič 
okarakterizirala Waksman in Henrici (1943). Uvrstila sta ga v družino Streptomycetaceae 
(Waksman in Henrici, 1943; Anderson in Wellington, 2001). Danes je poznanih več kot 500 
vrst in podvrst rodu Streptomyces (Madigan in Martinko, 2006). Streptomicete imajo 
pomembno vlogo pri ekologiji tal, saj v okolico izločajo številne hidrolitične encime, ki 
razgrajujejo hitin in celulozo (Chater in sod., 2010). Poleg razgrajevanja organskega 
materiala pa izločajo tudi spojine, imenovane geosmini, ki dajejo zemlji značilen vonj 
(Madigan in Martinko, 2006). Streptomicete sintetizirajo kar dve tretjini vseh poznanih 
antibiotikov in ostalih biološko aktivnih molekul (Dyson, 2011).  
 
2.1.3 Morfologija in življenjski cikel streptomicet  
 
Za streptomicete je značilen kompleksen življenjski cikel (Slika 1). Na trdnem substratu 
tvorijo dva tipa micelijev, in sicer substratnega in zračnega (Haiser in sod., 2009; 
Wildermuth, 1970). Razvoj streptomicetne kolonije se prične ob prisotnosti ugodnih razmer 
in hranil z brstenjem posamezne vegetativne spore. Iz spore požene eden ali dva klična 
kanala, ki se podaljšujeta in razraščata v filamente, imenovane hife, s premerom med 0,5 in 
1 µm. Hife rastejo s podaljševanjem na konicah in se razraščajo po površini in v okoliški 
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substrat (Flärdh in Buttner, 2009; Madigan in Martinko, 2006). Ob staranju kolonije ter ob 
pomanjkanju hranil se prične iz substratnega micelija v zrak dvigovati zračni micelij, na 
katerem se razvijejo spore (Wildermuth, 1970). Na zračnem miceliju se oblikujejo značilne 
večjedrne strukture, sporofori, s pigmenti, ki dajejo zreli koloniji značilno barvo. 
Enogenomske spore nastanejo po tvorbi prečnih sten v večjedrnih sporoforih (Madigan in 
Martinko, 2006; Flärdh in Buttner, 2009). Spore obdajata debela celična stena (50 nm) in 
tanka zunanja ovojnica, ki skupaj nudita odpornost na stresne pogoje (Haiser in sod., 2009). 




2.1.4 Genom streptomicet  
 
Genomi streptomicet so eni izmed največjih med bakterijami in lahko kodirajo več genskih 
skupin z zapisi za biosintezo sekundarnih metabolitov. Kromosom večine streptomicet je 
linearen in velik med 8 do 10 Mbp z visoko vsebnostjo GC (gvanin-citozin) baznih parov, v 
povprečju okoli 72 % (Ventura in sod., 2007). Prvi celotno sekvenciran genom je bil genom 
modelne aktinomicete Streptomyces coelicolor A3 (2) (Bentley in sod., 2002). Kromosomi 
streptomicet so linearni z obrnjenimi ponovitvami nukleotidnega zaporedja na terminalnih 
delih in kovalentno vezanimi proteini na 5´ koncih (Dyson, 2011). V osrednjem delu 
kromosoma se nahajajo vsi ključni geni, to so geni za celično delitev, podvojitev DNA, 
transkripcijo in translacijo ter biosintezo aminokislin. Na levi in desni strani sta t. i. 
kromosomski roki z neesencialnimi geni za biosintezo sekundarnih metabolitov, 
hidrolitičnih zunajceličnih encimov, ohranjene operone in plinske vezikle (Bentley in sod., 
2002). Terminalne regije linearnih kromosomov streptomicet so pogosto nestabilne. V 
Slika 1: Življenjski cikel modelne aktinomicete Streptomyces coelicolor (Angert, 2005). 
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laboratorijskih pogojih lahko pride do spontanih delecij in drugih rearanžmanov in 
posledično tudi do tvorbe krožnega kromosoma (Volff in Altenbuchner, 1998). Pri 
streptomicetah so enako pogosti tako krožni kot linearni plazmidi, slednji imajo podobno 
strukturo kot linearni kromosomi. Plazmidi so konjugativni, vendar le redko nosijo gene za 
odpornost na toksične snovi ali za kakšne druge selektivne prednosti (Dyson, 2011).  
 
2.1.5 Streptomicete so bogat vir sekundarnih metabolitov  
 
Kot že omenjeno, streptomicete predstavljajo pomemben vir sekundarnih metabolitov s 
širokim spektrom bioloških aktivnosti (Bibb, 2005). Sekundarni metaboliti so produkti, ki 
nastajajo po kompleksnih biosinteznih poteh iz intermediatov primarnega metabolizma in so 
nujno potrebni za rast in razvoj organizma (Vining, 1992). Zaradi svojih farmakoloških 
lastnosti imajo izjemen pomen za človeštvo. Uporabljamo jih v medicini, veterini, 
kmetijstvu in industriji (Demain, 1998; Berdy, 2005; Solecka in sod., 2012). Biosinteza 
sekundarnih metabolitov se pri streptomicetah prične ob pomankanju hranil in je podvržena 
zelo raznoliki in kompleksni regulaciji (Bibb, 2005). Streptomicete sintetizirajo bioaktivne 
sekundarne metabolite, ki imajo protiglivne, protivirusne, imunosupresivne, 
protibakterijske, protirakaste, protiparazitske in insekticidne aktivnosti (Procopio in sod., 
2012; Menzella in Reeves, 2007). So tudi najpomembnejše proizvajalke antibiotikov, 
producirajo jih kar 80 % (Watve in sod., 2001). Med znanimi antibiotiki, ki jih sintetizira 
rod Streptomyces, so aminoglikozidi (streptomicin, spektinomicin, nomicin), polieni 
(klindamicin, nistatin, amfotericin B), tetraciklini (tetraciklin) in makrolidi (eritormicin) 
(Madigan in Martinko, 2006).  
 
2.2 POLIKETIDI  
Poliketidi so velika skupina naravnih in strukturno zelo raznovrstnih produktov s širokim 
razponom bioloških aktivnosti, ki jih sintetizirajo bakterije, glive in rastline (Kuščer in sod., 
2005; Katz, 1997). V medicini se uporabljajo kot antibiotiki (eritromicin, tetraciklin), 
kemoterapevtska zdravila (daunorubicin, epotilon), imunosupresivi (takrolimus, rapamicin), 
za zniževanje holesterola (lovastatin) ter za zdravljenje glivnih (nistatin, amfotericin) in 
parazitskih (avermektin) infekcij (Shen, 2003). Med najmanjše poliketide uvrščamo 6-
metilsalicilno kislino, zgrajeno iz osmih ogljikovih atomov, največji poliketid pa je 
maitotoksin, zgrajen iz kar 164 ogljikovih atomov z molekularno težo 3422 daltonov 
(Weissman, 2009; Murata in sod., 1993).  
 
Poliketide lahko razdelimo v dve veliki skupini: aromatske in kompleksne poliketide. Med 
aromatske poliketide uvrščamo aktinorodin, daunorubicin, tetracenomicin in tetracikline, ki 
nastanejo s kondenzacijo acetatnih enot (z izjemo začetne enote, ki ni nujno acetat). 
Aromatski obroči nastanejo z aldolnimi kondenzacijami, ki jim sledijo postopne redukcije 
keto skupin na nastalih šest členskih obročih. Kompleksni poliketidi se sintetizirajo iz več 
6 
Ramšak B. Kemobiosintezni proces za produkcijo analogov FK506 z bakterijami rodu Streptomyces.  
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017. 
enot acetata, propionata ali butanoata in so strukturno bolj raznoliki od aromatskih 
poliketidov. Kompleksni poliketidi ne nastanejo s spontanimi aldolnimi kondenzacijami, 
temveč poteče ciklizacija v procesu laktonizacije. Med kompleksne poliketide uvrščamo 
rapamicin, spiramicin I, avermiktin A1a, amfotericin, eritromicine (A, B, C, D) in nigericin 
(Katz, 1997).  
 
Geni za biosintezo poliketidov so združeni z enim ali več geni za rezistenco v t. i. genskih 
skupinah (Hopwood, 1997). Genske skupine so velike med 20 Kbp za relativno enostavne 
poliketide, kot je aktinorodin ali vsaj med 90 in 100 Kbp za kompleksne poliketide, kot je 
rapamicin (Schwecke in sod., 1995; August in sod., 1998). 
 
2.2.1 Biosinteza poliketidov tipa I, II in III   
 
Osnovni mehanizem biosinteze poliketidov je podoben biosintezi maščobnih kislin (Katz, 
1997). Ogljikovo ogrodje se sintetizira na multiencimskih kompleksih, imenovanih poliketid 
sintaze (PKS), ki katalizirajo niz dekarboksilacijskih Claisenovih kondenzacij enostavnih 
karboksilnih kislin, aktiviranih v obliki koencim A (CoA) tioestrov (Hopwood, 1997).  PKS 
glede na njihovo strukturo in funkcijo razvrstimo v tri skupine: PKS tipa I, PKS tipa II in 
PKS tipa III. PKS tipa I in II so analogne maščobno kislinskim sintazam tipa I (Weissman, 
2009).  
 
PKS tipa III, imenovane tudi PKS podobne kalkonskim sintazam, se od PKS tipa I in II 
razlikujejo po strukturi in mehanizmu delovanja. Sprva so mislili, da se nahajajo samo pri 
rastlinah, nedavno pa so jih identificirali tudi pri mikroorganizmih. PKS tipa III katalizirajo 
nastanek eno- ali dvocikličnih aromatov s ponavljajočimi se cikli kondenzacije acetatnih 
enot s samo eno ketosintazno (KS) domeno. PKS tipa III nimajo acilprenašalnega proteina 
(ACP), zato direktno porabljajo acil-CoA enote (Shen in Kwon, 2002; Weissman, 2009).  
 
Poliketidne sintaze tipa II (Slika 3, A) so encimski kompleksi, ki jih sestavlja več 
monofunkcionalnih proteinov (Shen, 2003). PKS tipa II so enostavno zgrajene iz t. i. 
minimalnega seta PKS iz dveh ketosintaz (KSα in KSβ) in ACP. V sintezo je vključena tudi 
malonil-CoA:ACP transferaza (MCAT), ki katalizira prenos malonilne skupine iz malonil-
CoA na ACP podenoto (Shen in Kwon, 2002; Weissman, 2009). Poliketidna biosinteza se 
prične na KSβ s karboksilacijo malonil-ACP, nato pa se začetna enota prenese na KSα 
podenoto. V n ciklih karboksilacije nastane linearni poli-β-ketoacil-ACP intermediat. Ena 
izmed najbolje preučenih PKS tipa II je PKS za biosintezo aktinorodina, aromatskega 
antibiotika, ki ga producira Streptomyces coelicolor (Baerson in Rimando, 2007).   
 
PKS tipa I lahko razdelimo na dve podskupini: modularne PKS in iterativne PKS 
(Weissman, 2009).  
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Pri iterativnem tipu je modul sestavljen iz encimatskih domen, izmed katerih jih je vsaj nekaj 
vpletenih v vse zaporedne cikle nastajajoče verige (Staunton in Weissman, 2001). Iterativne 
PKS pri bakterijah niso prav pogoste (Shen in Kwon, 2002).  
 
Za modularne PKS tipa I (Slika 3, B) so značilni linearno urejeni polipeptidi, sestavljeni iz 
več modulov. Posamezen modul pa je organiziran v set domen (Weissman, 2009). Vsak 
modul sestavlja minimalni set treh encimatskih domen: aciltransferaza (AT), ketosintaza 
(KS) in acil prenašalni protein (ACP), ki katalizirajo en podaljševalni cikel v nastajajoči 
poliketidni verigi. AT domena izbira podaljševalne enote in jih veže na aktivno mesto 
encima, KS domena katalizira dekarboksilativno kondenzacijo med vezanimi acil tioestri, 
ACP pa prenaša gradbene enote in nastajajočo verigo med katalitskimi domenami. Na β-
keto skupini intermediata lahko potečejo kemijske modifikacije še z dodatnimi domenami, 
ki se nahajajo v modulu. Za popolno redukcijo keto skupine so potrebne 3 osnovne domene: 
keto-reduktaza (KR), dehidrataza (DH) in enoil-reduktaza (ER). Modul lahko vsebuje tudi 
metil-transferazo (MT), ki doda metilno skupino na α-ogljik nastajajoče poliketidne verige 
(Shen in Kwon, 2002; Staunton in Weissman, 2001).  
 
Tioesterazna domena (TE) je potrebna za odcepitev poliketidne verige s PKS kompleksa in 
njeno ciklizacijo, da nastane končni makrociklični produkt (Shen in Kwon, 2002). 
Strukturna raznovrstnost poliketidov je posledica nabora različnih gradbenih enot in števila 
teh enot, ki se vgradijo v poliketid, različnih stopenj redukcijskih reakcij na keto skupini ter 
post-PKS reakcij, kot so oksidacije in metilacije (Katz, 1997; Chan in sod., 2009).  
 
Prva izolirana in najbolje preučena je modularna PKS, imenovana 6-deoksieritronolid B 
sintaza (DEBS) (Slika 2), ki sintetizira makrolidni antibiotik eritromicin A pri bakteriji 
Saccharopolyspora erythraea (Weissman, 2009). DEBS je sestavljena iz treh encimov: 
DEBS1, DEBS2, DEBS3, slednje sestavljajo moduli, ki katalizirajo posamezen korak v 
nastajajoči poliketidni verigi. Po ciklizaciji poliketidne verige nastane 6-deoksieritronolid B 
(Slika 2), ki se nato s t. i. post-PKS modifikacijami pretvori do eritromicina A (Staunton in 
Weissman, 2001). Z odkritjem modularnega tipa PKS I se je razvila ideja, kako z genetskim 
inženiringom in zamenjavo ter modificiranjem posameznih PKS komponent ustvariti nove 
poliketidne molekule. V zadnjih nekaj letih so s t. i. kombinatorno biosintezo pridobili 
številne nove poliketide (Weissman, 2009). 
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Slika 2: Shematski prikaz PKS encimskega kompleksa tipa I za biosintezo eritromicina A (Staunton in 
Weissman, 2001). 
  
2.2.2 Hibridni PKS/NRPS kompleksi   
 
Hibridni peptidni-poliketidni metaboliti so naravni produkti, ki jih iz aminokislin in kratkih 
karboksilnih kislin sintetizirajo hibridni PKS/NRPS kompleksi. NRPS imajo podobno kot 
PKS kompleksi modularno strukturo. Vsak posamezen modul je potreben za vgradnjo in 
modifikacijo ene aminokisline. NRPS modul je minimalno sestavljen iz adenilacijske (A) 
domene, tiolacijske domene oziroma peptidilprenašalnega proteina (PCP) in kondenzacijske 
(C) domene. A domena prepoznava in simultano aktivira vhodne aminokislinske substrate. 
Aktivirana aminokislina se nato prenese na 4´-fosfopanteteinsko skupino PCP, ki deluje kot 
prenašalec tioestrov med katalitskimi centri NRPS. Peptidno vez med aminokislinami 
katalizira C domena, ki je analogna KS domeni v PKS (Marahiel in sod., 1997). Med 
medicinsko pomembnejšimi produkti PKS/NRPS sistemov so potiloni, bleomicin, 

















AT – aciltransferaza 
ACP – proteinski prenašalec acilne skupine  
KS – ketosintaza 
KR – keto-reduktaza 
ER – enoil-reduktaza 
DH – dehidrataza  
TE – tioesteraza  
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Slika 3: Shematski prikaz delovanja PKS tipa II (A) in modularne PKS tip I (B) (Weissman, 2009). 
 
2.3 MAKROLAKTONSKI IMUNOSUPRESIV FK506 (takrolimus)  
Takrolimus (Slika 9) je generično poimenovanje za makrolakton FK506 (Nghiem in sod., 
2002). FK506 je zgrajen iz 23-členskega ogrodja in ima imunosupresivno aktivnost (Kino 
in sod., 1987a; Wallemacq in Reding, 1993; Barreiro in Martinez-Castro, 2014 ). Prvi 
produkcijski sev je bil izoliran leta 1984 iz vzorca zemlje iz Tsukube na Japonskem, po tem 
kraju so ga tudi poimenovali Streptomyces tsukubaensis (Wallemacq in Reding, 1993). 
Izvorni sev S. tsukubaensis je v mikrobiološki zbirki (ang. ARS culture collection) shranjen 
s številko NRRL 18488 (Barreiro in sod., 2012).  
 
Molekularna formula FK506 je C44H69NO12, pogosta pa je hidratirana oblika C44H69NO12 x 
H2O (Slika 9). FK506 je dobro topen v alkoholih (metanolu, etanolu) in acetonu ter praktično 
netopen v vodi (Kino in sod., 1987b). Kot beli prah je na sobni temperaturi obstojen tudi več 
mesecev, v raztopini pa je manj stabilen (Wallemacq in Reding, 1993). Danes se takrolimus 
uporablja kot imunosupresiv pri presaditvi ledvic, jeter in srca ter za zdravljenje vnetnih 
kožnih bolezni (Barreiro in Martinez-Castro, 2014).  
 
2.3.1 Streptomicete kot produkcijski mikroorganizem FK506 
 
Zaradi pomembnosti FK506 kot imunosupresiva se je število izoliranih sevov v zadnjih letih 
povečalo. Prodaja FK506 (pod komercialnim imenom Prograf) je leta 2011 znašala 1,886 
milijarde USD, kar je predstavljajo kar 27,5 % letne prodaje na trgu z imunosupresivnimi 
zdravili (Martinez-Castro in sod., 2011; Barreiro in Martinez-Castro, 2014).  
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Za proizvodnjo FK506 se uporabljajo industrijski sevi, kateri večinoma izhajajo iz seva 
Streptomyces tsukubaensis NRRL 18488 (Goranovič in sod., 2012). Do leta 2014 je bilo 
skupaj opisanih 18 producentov FK506 (Barreiro in Martinez-Castro, 2014). Med njimi so 
pomembnejši Streptomyces tsukubaensis NRRL18488 (Kino in sod., 1987a), Streptomyces 
clavuligerus CKD1119 (Kim in Park, 2008), Streptomyces sp. ATCC 55098 (Martinez-
Castro in sod., 2011) in MA6949 (Sigmund in sod., 2003). Martinez-Castro in sod. (2011) 
so na podlagi fenotipskih, filogenetskih in kemotaksonomskih analiz predlagali uvrstitev 
seva Streptomyces sp. ATCC 55098 v novo vrsto Streptomyces tacrolimicus.  
 
2.3.2 Mehanizem delovanja FK506 in sorodnih molekul ter njegova uporaba 
 
Prva publikacija, ki opisuje imunosupresivne lastnosti FK506, je bila objavljena leta 1987 
(Kino in sod., 1987a). Ugotovili so, da FK506 deluje inhibitorno na imunski sistem tako, da 
blokira transkripcijo genov za sintezo interlevkina (IL-2) in s tem posledično aktivacijo 
limfocitov T (Clipstone in Crabtree, 1992).  FK506 so kot zdravilo registrirali leta 1993 na 
Japonskem, 1994 pa je bil s strani FDA (Agencija za živila in zdravila) odobren za uporabo 
tudi v Ameriki (Bhuvana in sod., 2010). Začetne študije so pokazale, da je FK506 učinkovit 
že pri 100-krat nižji koncentraciji od ciklosporina A (CsA) tako in vitro kot tudi in vivo (Kino 
in sod., 1987a, 1987b).  
 
CsA je imunosupresivno zdravilo, ki je v uporabi od leta 1983. Prvič so ga odkrili pri glivi 
Tolypocladium inflatum (Parsons in sod., 1993; Borel in sod., 1976). Poleg FK506 in CsA 
se v transplantacijski medicini uporablja tudi rapamicin, katerega kemijska struktura je 
sorodna strukturi FK506. Rapamicin je bil prvič izoliran pri bakteriji Streptomyces 
hygroscopicus leta 1975 (Vezina in sod., 1975). S strani FDA je bil za uporabo odobren 1999 
(Benjamin in sod., 2011). FK520 je naravni analog FK506, ki ga producira Streptomyces 
hygroscopicus var. ascomyceticus. FK520 se od FK506 razlikuje samo v stranski skupini 
vezani na ogljiku C21, ki je pri FK520 etilna, pri FK506 pa alilna. FK520 kljub etilni skupini 
na C21 kaže podobno imunosupresivno aktivnost kot FK506, vendar se uporablja za 
zdravljenje kožnih bolezni (Hatanaka in sod., 1988; Gupta in Chow, 2003).  
 
FK506/FK520, CsA in rapamicin se vežejo z znotrajceličnimi receptorji, imenovanimi 
imunofilini, ki imajo peptidil-propil cis/trans izomerazno aktivnost. Nastali kompleks nato 
učinkuje na druge tarčne molekule (Liu in sod., 1991; Kang in sod., 2008; Kunz in Hall, 
1993). Rapamicin in FK506 ter FK520 se vežejo na imunofiline, ki sestavljajo družino 
FK506-vezavnih proteinov (FKBP), CsA pa se veže na imunofiline, imenovane ciklofilini 
(Kunz in Hall, 1993). Kljub temu da se rapamicin in FK506/FK520 oba vežeta na enako 
skupino receptorjev, se mehanizem njunega delovanja razlikuje. FKBP/FK506 kompleks 
inhibira Ca2+/kalmodulin odvisno fosfatazo, imenovano kalcinevrin, FKBP/rapamicin 
kompleks se veže na tarčo rapamicina (mTOR), ki je serin/treonin kinaza (Liu in sod., 1991; 
Monaghan in sod., 2005).  
11 
Ramšak B. Kemobiosintezni proces za produkcijo analogov FK506 z bakterijami rodu Streptomyces.  
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017. 
V odsotnosti FKBP/FK506 aktiviran kalcinevrin defosforilira citoplazemsko podenoto 
nuklearnega faktorja T-aktiviranih celic (NF-AT) in s tem omogoči njen transport v jedro 
celice. V jedru citoplazemski NF-AT v kombinaciji z jedrno podenoto NF-AT sproži 
transkripcijo tarčnih genov, pomembnih za imunski odziv (Schreiber in Crabtree, 1992). 
FKBP/FK506 kompleks z vezavo na kalcinevrin prepreči defosforilacijo NF-AT in s tem 
tudi aktivacijo limfocitov T (prehod iz G0 v G1 fazo celičnega cikla) (Liu in sod., 1991; 
Monaghan in sod., 2005). FK506 inhibira transkripcijo citokinov: interlevkinov (IL)-2, -3,- 4 
in -5, interferona (IFN-γ), tumorskega nekroznega faktorja (TNF)-α in 
granulocitne/makrofagne kolonije − stimulirajoči dejavnik (GM-CSF) ter ekspresijo IL-2 in 
IL-7 receptorjev (Morris, 1995). FKBP/rapamicin kompleks pa z vezavo na mTOR inhibira 
signalno transdukcijsko pot, ki je vpletena v proliferacijo aktiviranih limfocitov T (prehod 
iz G1 v S fazo celičnega cikla T limfocitov) (Monaghan in sod., 2005). 
 
FK506 se uporablja po transplantaciji organov za preprečevanje zavrnitve vsadka (jeter in 
ledvic), pri presaditvi kostnega mozga in pri zdravljenju vnetnih kožnih bolezni (Nghiem in 
sod., 2002). Prednost FK506 pred CsA je, kot že omenjeno, večja učinkovitost in manj 
neželenih učinkov na srce in žilje. Pogosti neželeni učinki FK506 so nefrotoksičnost, 
nevrotoksičnost in arterijska hipertenzija, ki so vsaj delno posledica prisotnosti kalcinevrina 
tudi v drugih tkivih (Nghiem in sod., 2002; Hamawy in Knechtle, 2003). Analog FK520, 
pimekrolimus, se uporablja pri zdravljenju atopijskega dermatitisa v primerih, ko zdravljenje 
z lokalnimi kortikosteroidi ni mogoče (Gupta in Chow, 2003). Zastopanost kalcinevrina je 
zelo visoka v nevronih in glia celicah, kjer vpliva na celične procese. Raziskave so pokazale 
potencial uporabe kalcinevrinskih inhibitorjev CsA in FK506 ter FK520 zaradi 
nevroprotektivnih in nevrogenerativnih lastnosti pri zdravljenju bolezni, povezanih s 
centralnim živčevjem (Nghiem in sod., 2002).  
 
2.3.3 Genska skupina za biosintezo FK506 
 
Pred kratkim je več raziskovalnih skupin določilo nukleotidna zaporedja genske skupine 
FK506 iz različnih streptomicetnih vrst. Goranovič in sod. (2010) ter Mo in sod. (2011) so 
neodvisno identificirali neznane gene, vpletene v biosintezo podaljševalne enote alilmalonil-
CoA (Barreiro in sod., 2012; Blažič in sod., 2012; Goranovič in sod., 2012; Goranovič in 
sod., 2010; Mo in sod., 2011).  
 
Osrednji del genske skupine za biosintezo FK506 se nahaja med genoma fkbL in fkbD (Slika 
4) ter je sestavljen iz treh genov (fkbC, fkbB in fkbA), ki kodirajo velike multimodularne 
proteine FkbC (374438 Da), FkbB (790129 Da) in FkbA (630660 Da). Ti trije geni skupaj 
tvorijo poliketidni sintazni kompleks tipa I (Motamedi in sod., 1996; Motamedi in Shafiee, 
1998). Nukleotidna zaporedja fkbC, fkbB in fkbA kažejo visoko ohranjenost in podobnost 
med seboj ter s PKS pri ostalih makrolidih, kot sta PKS rapamicina in eritromicina. V 
centralni regiji, levo od  fkbA sta zapisana še dva gena, in sicer fkbO in fkbP. Produkt gena 
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fkbP (154792 Da) je NRPS, ki je pomembna za aktivacijo in vezavo pipekolata na 
nastajajočo verigo ter ciklizacijo makrolaktonskega obroča (Slika 4). V ciklizacijo je vpleten 
tudi gen fkbL, ki kodira lizin ciklodeaminazo in se nahaja levo od gena fkbC (Motamedi in 
Shafiee, 1998). Gen fkbO se nahaja med fkbB in fkbP in kodira korizmat hidrolazo, ki je 
udeležena v biosintezo začetne enote (Andexer in sod., 2011). Gena fkbM in fkbD se nahajata 
desno od osrednje regije in sta pomembna za post PKS-modifikacije (Motamedi in sod., 
1996). Levo od gena fkbL se nahajajo geni fkbG, fkbH, fkbI, fkbJ, fkbK, ki so potrebni za 
biosintezo metoksimalonil-ACP podaljševalne enote. Gene za biosintezo te neobičajne 
podaljševalne enote so prvič odkrili v genski skupini za biosintezo FK520 pri S. 
hygroscopicus var. ascomyceticus (Wu in sod., 2000).  
 
Skupino genov za biosintezo podaljševalne enote alilmalonil-CoA, ki je edinstvena za 
molekulo FK506, so prvi identificirali Goranovič in sod. (2010). Alilna (all) regija se nahaja 
levo od metoksimalonil regije in je sestavljena iz devetih genov allA, allK, allR, allD, allM, 
allN, allP, allO, allS (Goranovič in sod., 2010).  
 
Mo in sod. (2011) so pokazali vpletenost štirih genov tcsA, tcsB, tcsC, tcsD (homologi allA, 
allK, allR, allD, allM) (Slika 4) v biosintezo alilmalonil-CoA. Vloga preostalih genov 
allMNPOS (homologov tcs1-5) ostaja nepojasnjena. Glede na dosedanje raziskave ti geni ne 
kažejo vpletenosti v biosintezo FK506. Na skrajni desni strani genske skupine se poleg 
genov za post PKS-modifikacije nahajata še regulatorna gena fkbN in fkbR ter gen fkbQ, ki 
nosi zapis za homolog tioesteraze tipa II. Gen fkbN najdemo pri vseh producentih FK506, 
medtem ko se fkbR nahaja samo v genski skupini FK506 pri S. tsukubaensis NRRL 18488 




Slika 4: Shematski prikaz genske skupine za biosintezo FK506 pri bakteriji Streptomyces sp. KCTC11604BP 
(Mo in sod., 2011).  
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2.3.4 Mehanizem biosinteze FK506  
 
Biosinteza FK506 in strukturno sorodnih molekul, kot sta FK520 in rapamicin, poteka na 
hibridnem PKS/NRPS sistemu (Rath in sod., 2010; Motamedi in Shafiee, 1998). Celoten 
PKS kompleks (Slika 5) je zgrajen iz 51 funkcionalnih domen, ki so potrebne za vgradnjo 
ene začetne in desetih podaljševalnih gradbenih enot (Motamedi in sod., 1997; Motamedi in 
Shafiee, 1998).  
 
Biosinteza makrolaktonskega obroča FK506 se prične z vezavo neobičajne začetne enote 
4,5-dihidrocikloheks-1-en karboksilne kisline (DHCHC) na nanašalni modul, ki je del FkbB 
encima (Slika 5). DHCHC se aktivira na ATP-odvisni adenilacijski domeni in se prenese na 
ACP, sledi redukcija z ER domeno. FkbB je zgrajen iz petih modulov, nanašalnega na N-
terminalnem koncu in štirih podaljševalnih modulov. Med teh pet modulov je skupaj 
razporejenih 21 funkcionalnih domen. Nanašalni modul sestavljajo tri zaporedne domene: 
acil-CoA-sintetazna domena (dihidroksicikloheksenil-karbonil-CoA-sintetaza), ER 
(dihidroksiheksenil-karbonil-CoA-reduktaza) domena in ACP domena. Posebnost 
nanašalnega modula FK506 je odsotnost AT domene. ER domena reducira dvojno vez do 
enojne vezi, ACP domena pa prenese reducirano enoto direktno na ACP domeno modula 1, 
kjer nato KS domena katalizira prvo kondenzacijo z metilmalonil-CoA podaljševalno enoto. 
Moduli od 1 do 4  so sestavljeni iz KS, DH, KR in ACP domen, ki so različno razporejene 
med njimi. DH domeni drugega in četrtega modula nista aktivni. Neaktivno DH domeno 
najdemo tudi v modulu 3 in 8. Encim FkbC sestavlja 11 domen, razporejenih med modula 5 
in 6 (Lowden in sod., 2001; Motamedi in Shafiee, 1998).  
 
Polipeptid FkbA katalizira zadnje štiri podaljševalne cikle FK506 poliketidne verige. Vsi 
podaljševalni moduli imajo tri osnovne domene KS, AT in ACP, potrebne za kondenzacijo 
med podaljševalno gradbeno enoto in nastajajočo verigo. Poleg osnovnih domen module 
sestavljajo še dodatne domene za kemijske modifikacije na β-keto skupini (Motamedi in 
Shafiee, 1998). Poliketidna veriga je zgrajena iz skupno desetih enot: dve malonil-CoA 
(modula 3 in 10), pet metilmalonil-CoA (moduli 1, 2, 5, 6, 9), dve metoksimalonil-ACP 
(modula 7 in 8) in alilmalonil-CoA (modul 4) (Motamedi in sod., 1997; Barreiro in Martinez-
Castro, 2014).  
 
Pred odcepitvijo nastale poliketidne verige s PKS kompleksa se s posredovanjem NRPS 
(FkbP) vgradi še zadnja podaljševalna enota: pipekolat (L-pipekolna kislina) (Slika 5) 
(Motamedi in Shafiee, 1998).  
 
Mehanizem vgradnje pipekolata je bil proučen na primeru NRPS (FkbP) pri S. 
hygroscopicus var. ascomyceticus (producent FK520). Za NRPS, ki so vpletene v biosintezo 
FK506, FK520 in rapamicina, je značilno, da nimajo TE domene, ampak dodatno 
kondenzacijsko domeno C2. Iz modularne zgradbe NRPS (C1-A-PCP-C2) lahko sklepamo, 
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da potečeta dve kondenzacijski reakciji. C1 katalizira nastanek amidne vezi med dušikom 
(N7) pipekolata in ogljikom (C8) poliketidne verige, C2 domena pa je vpletena v nastanek 
vezi med ogljikoma C1-C26 v poliketidni verigi in ciklizacijo makrolaktona, ki ji sledi 
sprostitev pre-FK506 z NRPS kompleksa (Slika 5) (Gatto in sod., 2005, 2006).  
 
Po odcepitvi poliketidne verige s PKS/NRPS sistema sledijo t. i. post-PKS modifikacije 
(Slika 5). V postprocesiranje intermediata FK506 sta vključena dva encima: FkbD (citokrom 
P-450 hidroksilaza) in FkbM (O-metiltransferaza). FkbM prenese metilno skupino iz L-
metionina na kisik, ki je vezan na ogljiku C31 makrolaktonskega obroča (Slika 5). FkbD je 
citokrom P-450 protein, ki katalizira hidroksilacijo na C9 atomu FK506. Post-PKS 
modifikacije so nujne za biološko aktivnost FK506 (Motamedi in sod., 1996; Shafiee in sod., 
1997).  
 
Shafiee in sod. (1997) so dokazali, da imata analoga 9-deokso-31-O-demetil in 31-O-demetil 
FK506, ki sta končna produkta pri mutantah fkbD oz. fkbM, zmanjšano biološko aktivnost v 
primerjavi s FK506. Chen in sod. (2013) so v svoji študiji pokazali, da sta FkbM in FkbD 
izjemno tolerantna za substrat in lahko sprejemata tako 9-deokso-31-O-demetil kot 31-O-
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2.3.5 Metabolne poti gradbenih enot za biosintezo FK506  
 
Osnovne gradbene enote za sintezo sekundarnih metabolitov nastajajo po poteh primarnega 
metabolizma. Dostopnost intermediatov je ključnega pomena za biosintezo sekundarnih 
metabolitov (Dewick, 2009). Glavne metabolne poti za izgradnjo gradbenih enot FK506 so 
glikoliza, pentoza fosfatna pot in citratni cikel. Na produkcijo FK506 vplivata tudi 
dostopnost kofaktorja NADPH in primerno redoks ravnotežje (Huang in sod., 2013). 
 
Kot že omenjeno, je za nastanek ene molekule FK506 potrebnih več gradbenih enot. Te so  
začetna enota 4,5-dihidrocikloheks-1-en karboksilna kislina, podaljševalne enote malonil-
CoA, metilmalonil-CoA, metoksimalonil-CoA in alilmalonil-CoA ter enota, ki se vgradi 
zadnja, L-pipekolat (Andexer in sod., 2011; Motamedi in Shafiee, 1998). 
 
2.3.5.1 Metabolne poti vključene v izgradnjo malonil-CoA 
 
Malonil-CoA je univerzalna gradbena enota, pomembna za sintezo maščobnih kislin, prav 
tako pa jo porabljajo vsi trije tipi PKS. Malonil-CoA v bakterijah nastaja po dveh metabolnih 
poteh, najpogostejša je karboksilacija acetil-CoA. Izhodne molekule acetil-CoA nastajajo z 
oksidativno karboksilacijo piruvata ali z β-oksidacijo maščobnih kislin (Dewick, 2009).  
 
Pretvorbo acetil-CoA v malonil-CoA nato katalizira acetil-CoA karboksilaza (ACC), ki je 
od biotina odvisen encim. Prokariontske ACC so večdomenski encimi, sestavljeni iz treh 
komponent: biotin karboksilaze (BC), dveh karboksiltransferazih (CT) podenot (podenota α 
in β) in biotin-karboksil prenašalnega proteina (BCCP). Pretvorba acetil-CoA do malonil-
CoA poteka v dveh reakcijah. V prvi reakciji poteče od ATP odvisna karboksilacija 
dušikovega atoma (N1) v biotinskem obroču. Donor karboksilne skupine je bikarbonat. Za 
reakcijo so potrebni tudi divalentni kationi (Mg2+ ali Mn2+). Reakcijo katalizira biotin 
karboksilaza (Knowles, 1989; Cronan, 2002). Po prenosu nastalega intermediata 
karboksibiotina na aktivno mesto karboksiltransferaze sledi prenos aktivirane karboksilne 
skupine, vezane na dušiku N1, na metilno skupino acetil-CoA, da nastane malonil-CoA. 
Biotinska prostetična skupina je preko amidne vezi kovalentno vezana na lizin v biotin-
karboksil prenašalnem proteinu (BCCP). Slednji deluje kot nekakšna fleksibilna roka, ki 
prenaša biotin med aktivnim mestom BC in CT (Tong, 2005).  
 
Rodriguez in sod. (2001) so proučevali vlogo ACC pri biosintezi aktinorodina. Mutante S. 
coelicolor z neaktivno podenoto ACC AccB niso producirale aktinorodina. Ryu in sod. 
(2006) so v svoji študiji s prekomerno izraženimi geni treh podenot ACC zvišali produkcijo 
aktinorodina pri S. coelicolor. Huang in sod. (2013) so v svoji študiji s čezmerno izraženo 
ACC vplivali na količino malonil-CoA enote in s tem povečali produkcijo FK506.  
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Chan in sod. (2009) ter Ryu in sod. (2006) so z eksperimenti pokazali, da je ACC neposredno 
vključena v biosintezo poliketidov, zgrajenih iz gradbenih enot malonil-CoA. Malonil-CoA 
lahko nastaja tudi iz malonata in CoA v reakciji, ki jo katalizira malonil-CoA sintetaza, 
vendar ni znano, kakšen je dejanski prispevek tega mehanizma k zalogi malonil-CoA  
 
2.3.5.2 Metabolne poti vključene v izgradnjo metilmalonila-CoA 
 
V poliketidno verigo FK506 se vgradi pet metilmalonil-CoA podaljševalnih gradbenih enot 
(Motamedi in sod., 1997; Motamedi in Shafiee, 1998). Te lahko izhajajo iz več različnih 
metabolnih poti, odvisno od rastnih pogojev (predvsem vira ogljika) in metabolne 
zmogljivosti organizma. Metilmalonil-CoA lahko nastane s karboksilacijo propionil-CoA, 
izomerizacijo sukcinil-CoA ali razgradnjo valina. Mogoča je tudi pretvorba acetoacetil-CoA 
preko krotonil-CoA odvisne poti (etilmalonil-CoA biosintezna pot). Propionil-CoA lahko 
nastane kot končni produkt oksidacije maščobnih kislin z neparnim številom C atomov v 
katabolizmu aminokislin izolevcina, metionina in valina ali z razgradnjo holesterola. 
Propionil-CoA lahko nastane tudi iz propionata, ki ga celica sprejme iz okolja, v procesu 
tioesterifikacije s CoA in acil-CoA ligazo. Karboksilacija propionil-CoA do metilmalonila-
CoA poteka s propionil-CoA karboksilazo (PPC), ki je od ATP in biotina odvisen encimski 
kompleks, katerega mehanizem delovanja je podoben delovanju ACC (Chan in sod., 2009; 
Diacovich in sod., 2004).  
 
Drugi prekurzor za nastanek metilmalonila-CoA je sukcinil-CoA, ki nastaja v citratnem 
ciklu. Sukcinil-CoA se z metilmalonil-CoA mutazo, katere prostetična skupina je vitamin 
B12, pretvori v (2R)-metilmalonil-CoA, ta pa se s posredovanjem metilmalonil-CoA 
racemaze pretvori v (2S)-metilmalonil-CoA (Chan in sod., 2009).  
 
Določanje, ali mikroorganizmi porabljajo sukcinil-CoA ali propionil-CoA kot prekurzor za 
izgradnjo gradbene enote metilmalonil-CoA, je oteženo zaradi prepletanja in povezanosti 
zgoraj omenjenih metabolnih poti (Chan in sod., 2009). 
 
2.3.5.3 Metabolna pot za izgradnjo metoksimalonil-ACP  
 
Metoksimalonil-ACP nastaja iz 1,3-biosfoglicerata (1,3-bPG), ki je intermediat glikolize 
(Wu in sod., 2000). Geni za biosintezo te enote se nahajajo v genski skupini za biosintezo 
FK506 (Goranovič in sod., 2010). Skupino petih genov fkbG, fkbH, fkbI, fkbJ, fkbK, 
vpletenih v biosintezo metoksimalonila-ACP najdemo tudi pri S. hygroscopicus var. 
ascomyceticus (ATCC 14891), producentu FK520 (Wu in sod., 2000). FkbH veže 1,3-bPG 
na 4´-fofsfopanteteinsko skupino ACP FkbJ proteina (homolog ACP), da nastane gliceril-
FkbJ. FkbK je homolog 3-hidroksiacil-CoA dehidrogenaze, FkbI pa je homolog acil-CoA 
dehidrogenaze. FkbK in FkbI zaporedoma oksidirata gliceril-FkbJ, da nastane (2R)-
hidroksimalonil-FkbJ. Zadnji encim v tej reakciji je FkbG, homolog O-metiltransferaze, ki 
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katalizira O-metilacijo (2R)-hidroksimalonil-FkbJ, da nastane končni produkt (2S)-
metoksimalonil-FkbJ (Wu in sod., 2000; Walton in sod., 2006). 
 
 
2.3.5.4 Metabolna pot za biosintezo alilmalonil-CoA 
 
Eksperimenti s C13 označenim ogljikom pri sevih Streptomyces so pokazali, da je alilmalonil-
CoA gradbena enota, sestavljena iz propionata in acetata (Byrne in sod. 1993, cit. po: Mo in 
sod., 2011). Goranovič in sod. (2010) so prvi identificirali gene allA, allK, allR in allD 
(homologi tcsA, tcsB, tcsC in tcsD v študiji Mo in sod. (2011)), vpletene v biosintezo 
alilmalonil-CoA.  
 
Mo in sod. (2011) so glede na eksperimente: delecijo genov, kemijsko komplementacijo in 
biokemijske analize predpostavili, da se biosinteza alilmalonil-CoA (Slika 7) prične s 
Claisenovo kondenzacijo propionil-CoA in malonil-CoA na nenavadnem PKS sistemu, ki 
ga kodirata allA (homolog tcsA) in allK (homolog tcsB). Nastane 3-oksopentenoil-ACP, ki 
se pretvori do 2-pentenoil-ACP. Ker niso identificirali encima, ki bi reducirali β-keto 
skupino na 3-oksopentenoil-ACP, so predpostavili, da to reakcijo posredujejo encimi, 
podobni sintazam maščobnih kislin v primarnem metabolizmu (Slika 7). 2-pentenoil-ACP 
se z redukcijo in karboksilacijo pretvori do propilmalonil-ACP, reakciji katalizira encim 
krotonil-CoA-reduktaza/karboksilaza (CCR) TcsC (homolog AllR). Propilmalonil-ACP se 
pretvori v alilmalonil-CoA v reakciji, ki jo katalizira acil-ACP dehidrogenaza TcsD 
(homolog AllD) (Mo in sod., 2011; Goranovič in sod., 2010). Mo in sod. (2011) so 
predpostavili tudi, da lahko TcsD katalizira pretvorbo trans-2-pentenil-ACP do (2E)-2,4-
pentadienil-ACP. Slednjega nato TcsD z reduktivno karboksilacijo pretvori do alilmalonil-
ACP. Alilmalonil-CoA prepoznava AT modula 4 PKS. V genski skupini niso našli gena, ki 
Slika 6: Shematski prikaz biosintezne poti za nastanek metoksimalonil-ACP gradbene enote (Walton in sod., 
2006). 
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Slika 7: Shematski prikaz biosinteze alilmalonila-CoA (Blažič in sod., 2015). 
 
2.3.5.5 Metabolna pot za biosintezo DHCHC 
 
Lowden in sod. (2001) so v svoji študiji ugotovili, da se v poliketidno verigo rapamicina, ki 
verjetno uporablja enako začetno enoto kot FK506, vgradi začetna enota 4,5-
dihidrocikloheks-1-en karboksilna kislina (DHCHC), ki je derivat šikimske kisline. 
Šikimska metabolna pot se prične z združitvijo fosfoenolpiruvata, ki nastaja v glikolizi in D-
eritroze 4-fosfata, ki izvira iz pentoza fosfatne poti. Eritroza-4-fosfat in fosfoenolpiruvat se 
v sedmih reakcijah pretvorita do pomembnega intermediata šikimske poti, korizmata. 
Slednji je prekurzor aromatskih aminokislin L-fenilalanina, L-tirozina in L-triptofana ter 
številnih drugih aromatskih spojin, ki se porabljajo v biosintezi naravnih produktov. Andexer 
in sod. (2011) so v svojih eksperimentih z uporabo seva S. hygroscopicus (producent 
rapamicina) s prekinjenim genom rapK (homolog fkbO pri FK506 in FK520) pokazali, da 
sta FkbO in RapK korizmat hidrolazi, ki katalizirata pretvorbo korizmata do 4,5-
dihidrocikloheks-1,5-dien karboksilne kisline (DCDC) z odcepitvijo piruvata.  
 
2.3.5.6 Nastanek L-pipekolne kisline 
 
Pipekolna kislina je pomemben prekurzur v biosintezi številnih mikrobnih sekundarnih 
metabolitov. Del molekule, ki izvira iz pipekolne kisline, je pogosto ključen za biološko 
aktivnost spojin, ki se uporabljajo v terapevtske namene. L-pipekolna kislina je 
neproteinogena kislina, ki jo najdemo pri rastlinah, živalih in mikroorganizmih (He, 2006). 
Z izotopsko označenima lizinoma (DL-lizin-α-15N in DL-lizin-ε-15N) so ugotovili, da se v 
makrolidni obroč FK520 vgradi le ε-dušikov atom (Bryne in sod., 1993). Kasneje so Khaw 
in sod. (1998) dokazali, da je za vgradnjo pipekolne kisline potreben gen rapL. Homologa 
rapL sta kodirana tudi v genskih skupinah za sintezo FK506 in FK520, kar kaže na enak 
mehanizem vgradnje pipekolne kisline pri vseh treh spojinah: FK506, FK520 in rapamicinu 
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(Motamedi in Shafiee, 1998; Wu in sod., 2000). RapL (rapmicin) in FkbL (FK506 in FK520) 
so encimi, imenovani lizin-ciklodeaminaze, ki katalizirajo pretvorbo L-lizina v L-pipekolno 
kislino (Gatto in sod., 2006).  
 
2.4 PRISTOPI ZA PRIDOBIVANJE NOVIH ANALOGOV POLIKETIDNIH 
SPOJIN S POMOČJO BIOSINTEZNIH PRISTOPOV 
Zaradi potrebe po boljšem zdravljenju težko ozdravljivih bolezni in novih antibiotikih proti 
večkratno odpornim patogenim sevom je težnja po iskanju analognih spojin obstoječih 
zdravil z novimi/drugačnimi mehanizmi delovanja večja kot kadar koli prej. Biosintezno 
inženirstvo predstavlja alternativo polsinteznim in sinteznim pristopom, s katerimi končnega 
produkta ne moremo pridobiti zaradi različnih dejavnikov, kot so prisotnost določenih 
funkcionalnih skupin, nizek donos tarčnih molekul ali nastanek stranskih produktov, katerih 
odstranjevanje je bremenilno za okolje. Prenos kemijske sinteze v industrijsko merilo 
najpogosteje otežuje kompleksnost strukture poliketidov (Cropp in sod., 2002; Winter in 
Tang, 2012; Tibrewal in Tang, 2014).  
 
Pridobivanje novih analogov poliketidnih spojin z biosinteznim inženirstvom je usmerjeno 
predvsem v povečanje raznolikosti gradbenih enot, ki se vgrajujejo v poliketidne verige na 
multiencimskih PKS sistemih. Pomembnejši biosintezni pristopi so usmerjena biosinteza s 
prekurzorskimi enotami, mutasinteza in kombinatorna biosinteza, uporabljajo pa se tudi 
kombinacije teh pristopov (Sundermann in sod., 2013; Ladner in Williams, 2016).  
 
2.4.1 Biosinteza usmerjena s prekurzorskimi enotami  (ang. Precursor-Directed 
Biosynthesis = PDB) 
 
Thiericke in Rohr (1993) sta usmerjeno biosintezo definirala kot derivatizacijo sekundarnih 
metabolitov, ki nastane zaradi dodajanja analognih prekurzorskih enot v procesno brozgo 
produkcijskega organizma. Ta metoda je atraktivna, efektivna in enostavna. Dodajanje 
analognih prekurzorskih enot lahko izvedemo na različne načine: prekurzurska enota je ena 
izmed sestavin gojišča in jo dodamo na začetku biosinteznega procesa ali pa jo dodamo v 
gojišče v sekundarni fazi rasti organizma, ko začne producirati sekundarne metabolite. V 
tem primeru lahko prekurzursko enoto dodamo naenkrat ali pa jo kontinuirano dohranjujemo 
tekom bioprocesa.  
 
PDB se lahko uporablja tudi v kombinaciji z dodajanjem encimskih inhibitorjev v procesno 
brozgo, ki inhibirajo določeno biosintezno pot. Takšen pristop so uporabili Ritacco in sod. 
(2005) za generiranje novih analogov rapamicina. Med fermentacijo so S. hygroscopicus 
ATCC 29253 dohranjevali analoge L-pipekolne kisline (1,4-tiazan-(3S)-karboksilno kislino 
in 1,3-tiazan-(4S)-karboksilno kislino) ter nipekotinsko kislino, ki je inhibitor RapL, encima 
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za biosintezo L-pipekolne kisline. Rezultati so pokazali produkcijo novih analogov 
rapamicina 20-tiarapacin in 15-deokso-19-sulfoksilrapamicin.  
 
Omejitev PDB je mešanica naravnih in analognih produktov v procesni brozgi s podobnimi 
fizikalnimi lastnosti, kar vodi v kompleksne procese izolacije. Poleg tega pa je za uspešno 
biosintezo analognega produkta potrebna velika količina dodane prekurzorske enote, 
vključitev prekurzorskih enot pa je pogojena s selektivnostjo domen, ki vgrajujejo te enote 
v poliketidno verigo (Kennedy, 2008). 
 
2.4.2 Mutasinteza  
 
Mutasinteza je pristop, pri katerem uporabljamo genetsko spremenjen mikroorganizem, ki 
ima prekinjeno biosintezno pot za določeno gradbeno enoto, potrebno za nastanek naravnega 
metabolita. Mutiran sev sintetizira metabolit samo, če mu dodamo prekurzursko enoto v 
procesno brozgo. Prednost takšnega pristopa je procesna brozga, ki vsebuje zgolj tarčni 
produkt, kar olajša zaključne procese izolacije in ekonomičnost samega bioprocesa 
(Kennedy, 2008). Na razvoj in uporabo mutasinteznega pristopa sta vplivali dostopnost 
kompleksnih molekul pri komercialnih dobaviteljih in zmožnost pridobivanja tarčnih 
molekul s pomočjo kemijske sinteze komercialnih spojin (Weissman, 2007).  
 
Gregory in sod. (2005) so z mutasinteznim pristopom z uporabo mutante S. hygroscopicus 
MG2-10 s prekinjenim genom rapK in dohranjevanjem novih začetnih enot uspeli generirati 
analoge rapamicina, brez prisotnosti naravnega rapamicina. Pred tem so Lowden in sod. 
(2004) v svoji študiji s PDB pristopom pokazali, da nanašalni modul za biosintezo 
rapamicina v S. hygroscopicus sprejema tudi druge nenaravne analoge začetne gradbene 
enote DHCHC.  
 
2.4.3 Kemobiosinteza  
 
Razvoj biokemijskih in genetskih orodij je omogočil boljši vpogled v encimologijo 
modularnih PKS sistemov, s tem pa tudi uporabo nove oblike mutasinteze, imenovane 
kemobiosinteza. Ta metoda se praviloma uporablja v inženirstvu multiencimskih PKS, pri 
katerih s specifično povzročeno mutacijo onemogočimo delovanje posameznega encima v 
PKS. Mikroorganizmu s prekinjenim encimom nato dohranjujemo kemijsko sintetizirane, 
nenaravne analogne enote v obliki tioestrov, ki prehajajo v celico in se vgradijo v poliketidno 
verigo (Jacobsen in sod., 1997; Kennedy, 2008).  
 
Kemobiosinteza se uporablja za generiranje novih analogov eritromicina (Jacobsen in sod., 
1997; Kennedy, 2008). Poliketidno ogrodje eritromicinskega makrolaktona 6-
deoksieritronolid B (6-dEB) sintetizira PKS, imenovana 6-deoksieritronolid B sintaza 
(DEBS) (Baerson in Rimando, 2007). DEBS sestavljajo trije veliki polipeptidi, ki jih 
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kodirajo geni: eryAI, eryAII in eryAIII. Celoten DEBS kompleks (Slika 2) je zgrajen iz 
šestih modulov, ki vsebujejo šest KS domen (Cane in Yang, 1987). Jacobsen in sod. (1997) 
so izvedli eksperiment, v katerem so z mutacijo v aktivnem mestu KS domene modula 1 
(KS1) v DEBS cistein zamenjali z alaninom, kar je rezultiralo v nefunkcionalnosti encima. 
Mutanta z nefunkcionalno KS1 domeno ni producirala 6-dEB. Modul 2 navadno sprejema 
diketid, ki se na aktivno mesto encima veže s tioestersko vezjo. Z dohranjevanjem diketida, 
aktiviranega kot N-acetilcisteamin (SNAC) tioestra, so obnovili produkcijo naravno 
sintetiziranega 6-dEB. Dosegli so 18 % donos 6-dEB glede na substrat. Uporabnost te 
metode so nato pokazali še z dohranjevanjem drugih diketidnih analog v obliki SNAC 
tioestrov (Jacobsen in sod., 1997). Kemobiosintezni pristop se uporablja tudi za produkcijo 
protirakave spojine epotilona D v heterolognem gostitelju E. coli (Kennedy, 2008).  
 
SNAC tioestri podaljševalnih enot prehajajo skozi celično membrano in se na PKS sistemih 
vgrajujejo v poliketidne verige. So oponašalci CoA vezanih enot in se pogosteje uporabljajo 
v študijah, saj so cenejši od CoA (Franke in Hertweck, 2016). Slabost kemobiosinteznega 
pristopa je razmeroma visoka cena kemijsko sintetiziranih SNAC-vezanih enot in zato 
posledično tudi dražji končni produkti. Prednosti tega pristopa pa so v širokem naboru 
SNAC-vezanih enot in razmeroma visokih donosih končnih produktov (Murli in sod., 2005). 
 
 
Slika 8: Primerjava kemijske strukture koencima A in N-acetilcisteamina (Franke in Hertweck, 2016). 
Poudarjeni sta tiolni funkcionalni skupini, pomembni za vezavo gradbene enote. 
  
2.4.4 Acil transferazne domene – tarče biosinteznega inženirstva  
 
AT domene prepoznavajo gradbene enote in jih prenašajo na fosfopanteteinsko roko ACP, 
zato neposredno vplivajo na strukturno raznovrstnost poliketidov in imajo velik potencial v 
biosinteznem inženirstvu. Skoraj vse AT domene so visoko specifične za malonil-CoA ali 
metilmalonil-CoA substrate. Biokemijsko ozadje omenjene specifičnosti AT domen še ni 
dobro raziskano (Dunn in Khosla, 2013; Khosla in sod., 1999). Z odkritjem CCR, ki 
katalizirajo reduktivno karboksilacijo α,β-nenasičenih acil-CoA prekurzorjev, so odkrili še 
druge gradbene enote, ki se porabljajo med biosintezo sekundarnih metabolitov. AT domene, 
ki sprejemajo gradbene enote, v katerih biosintezo so vpletene CCR, so pokazale sproščeno 
specifičnost do teh enot (Wilson in Moore, 2012). Raziskave so pokazale, da AT domene 
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sprejemajo tudi SNAC-vezane podaljševalne enote (Pohl in sod., 1998; Cane in Yang, 1987; 
Mo in sod., 2011; Kosec in sod., 2012a). Kot primer lahko navedemo AT domeno modula 4 
PKS (AT4FkbB) za biosintezo FK506, ki lahko sprejema različne naravne in nenaravne ter 
SNAC-vezane podaljševalne enote (Mo in sod., 2011).  
 
Nepopolna selektivnost AT domen se uporablja za generiranje novih poliketidnih analogov. 
Najpogosteje uporabljena metoda za regiospecifično vgradnjo nenaravnih gradbenih enot je 
zamenjava nativne AT domene z AT domeno z manjšo selektivnostjo do substrata drugega 
mikroorganizma (Dunn in Khosla, 2013). S to metodo so Kato in sod. (2002) z zamenjavo 
AT6 domene v DEBS z AT8 domeno PKS za biosintezo FK520 vgradili enoto 
metoksimalonata v 6-Deb (Kato in sod., 2002). Kljub uspešnim zamenjavam AT domen med 
različnimi PKS sistemi je ta metoda zelo zahtevna in nepredvidljiva (Cropp in sod., 2002). 
Pogosti so nefunkcionalni proteini zaradi nepopolnih proteinskih interakcij z drugimi 
domenami PKS kompleksa in pa nizki donosi generiranih analognih spojin. S pristopom 
mestno-specifične mutageneze AT domen lahko vplivamo na substratno specifičnost AT 
domene, pri tem pa se izognemo zamenjavi in porušenju proteinskih interakcij s sosednjimi 
nenativnimi domenami (Dunn in Khosla, 2013; Liou in Khosla, 2003). Z mutacijo AT 
domene v šestem modulu v DEBS so aminokislino valin zamenjali z alaninom in s tem 
omogočili vgradnjo nenaravne podaljševalne enote 2-propargilmalonil-SNAC (Sundermann 
in sod., 2013).  
 
2.5 STRUKTURNI ANALOGI FK506  
Nepopolna selektivnost AT4 domene PKS kompleksa za biosintezo FK506 do substrata 
omogoča vgradnjo različnih gradbenih enot, kot sta etilmalonil-CoA, propilmalonil-CoA ali 
alilmalonil-CoA, v poliketidno verigo in predstavlja potencial za biosintezne pristope za 
generacijo novih analogov FK506 (Mo in sod., 2011). Končni produkti se razlikujejo samo 
po stranski verigi na ogljiku C21, ki je lahko etilna (FK520), propilna (dihidro-FK506) ali 
alilna (FK506). Stranska skupina, vezana na atomu C21, je ključna za biološko aktivnost 
molekule, zato spremembe funkcionalne skupine na tem mestu vodijo v nove farmakološke 
aktivnosti. FK520 in dihidro-FK506 sta stranska produkta, ki nastaneta med bioprocesom 
FK506 (Xia in sod., 2013). Shafiee in sod. (1997) so z inaktivacijo genov fkbM in fkbD v 
Streptomyces sp. MA6548 ustvarili dva analoga FK506 31-O-demetil-FK506 in 9-O-
deokso-31-demetil-FK506. Nova analoga sta imela imunosupresivne in protiglivne 
aktivnosti, vendar slabše v primerjavi z FK506. Oba sta imela na ogljikovem atomu C31 
vezano prosto hidroksilno skupino, ki se lahko modificira s kemijskimi reakcijami za 
izboljšano biološko aktivnost.  
 
Mo in sod. (2011) so z uporabo mutasinteznega pristopa generirali nove analoge FK506: 36, 
37-dihidro-37-metil-FK506, 36-metil-FK506 in 36-fluoro-FK520 v sevu Streptomyces sp. 
KCTC 11604BP s prekinjenim genom tcsB (homolog allK). Z in vitro testi so pokazali, da 
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imunosupresivna aktivnost FK506 boljša kot pri 36-metil-FK506. Novi analog pa je imel 

















Slika 9: Kemijska struktura FK506 in stranskih produktov, ki nastajajo med biosintezo FK506. Z rdečo je 
označen enaindvajseti ogljik, na katerem so lahko vezane različne stranske skupine, prikazane na desni strani 
(Mo in sod., 2016). 
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3 MATERIAL IN METODE  
Laboratorijsko delo, ki smo ga opravili v okviru tega magistrskega dela, lahko razdelimo na 
dva večja sklopa:  
 
 Optimizacija bioprocesa za produkcijo FK506  
V prvem sklopu smo optimizirali bioproces za produkcijo FK506 na nivoju stresalnika z 
uporabo Streptomyces tsukubaensis NRRL 18488. Z različnimi kombinacijami vegetativnih 
in produkcijkih gojišč ter s testiranjem optimalne temperature produkcijske faze dveh 
industrijskih protokolov, smo vzpostavili postopek, ki je omogočil zadovoljiv donos FK506 
in je bil hkrati ponovljiv. Uporabili smo ga v drugem sklopu laboratorijskega dela.  
 
 Kemobiosintezni postopek za sintezo analogov FK506 
V drugem delu smo optimizirali dodajanje dveh nenaravnih sintetičnih podaljševalnih enot 
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3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Delovni mikroorganizmi  
 
V magistrskem delu smo uporabljali kontrolni sev S. tsukubaensis NRRL18488 in mutante 
seva S. tsukubaensis s prekinjenim genom allR (Preglednica 1). Vse seve je zagotovilo 
podjetje Acies Bio d. o. o. Sevi S. tsukubaensis ∆allR so bili pripravljeni v sklopu doktorske 
disertacije Goranovič (2013).  
 
Preglednica 1: Seznam uporabljenih sevov. 
 
Sev Vrsta  Tip  
F9 Streptomyces tsukubaensis NRRL 18488 WT (divji tip)  
F499 Streptomyces tsukubaensis ∆allR  Sev s prekinjenim genom allR  
F503 Streptomyces tsukubaensis ∆allR Sev s prekinjenim genom allR 




Vsa gojišča smo pripravili tako, da smo potrebne sestavine natehtali v čašo. Kjer je bilo 
potrebno, smo dodali še 1 mL raztopine mineralov. Nato smo dodali ustrezno količino 
destilirane vode in ob konstantnem mešanju umerili pH z 1 M NaOH ali 1 M HCl. 
Pripravljeno gojišče smo z merilnim valjem razdelili v 1 L steklenice. Pri pripravi trdnega 
sporulacijskega gojišča in gojišč za ugotavljanje kontaminacij smo v steklenice prehodno 
natehtali bakteriološki agar in dodali magnetno mešalo. Vsa gojišča smo avtoklavirali pri 
temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bar. Čas sterilizacije je bil določen glede na tip gojišča. 
 
3.1.2.1 Sporulacijsko gojišče   
 
 Trdno sporulacijsko gojišče ISP4 
Trdno sporulacijsko gojišče ISP4 (Atlas in Kelly, 2004) smo uporabili za revitalizacijo, 
gojenje in pripravo suspenzije spor pri vseh sevih S. tsukubaensis, naštetih v Preglednici 1.  
Gojišče ISP4 smo po sterilizaciji z mešanjem na magnetnem mešalu ohladili na približno 
45 °C ter ga razlili v Petrijeve plošče v brezprašni komori. Ohlajene Petrijeve plošče smo do 
uporabe hranili na sobni temperaturi. 
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Preglednica 2: Sestava trdnega sporulacijskega gojišča ISP4 (Atlas in Kelly, 2004). 
 
Sestavina Koncentracija v gojišču (g/L) Proizvajalec 
Topni škrob 10 Merck 
K2HPO4 1 Merck 
MgSO4 x 7H2O 1 Merck 
NaCl 1 Carlo Erba 
(NH4)2SO4 2 Sigma – Aldrich  
CaCO3 2 Sigma – Aldrich  
Bakteriološki agar 20 Biolife 
Mineralna raztopina (Preglednica 4) 1 mL  
Destilirana voda  do 1 L  
Čas sterilizacije: 20 min; pH: 7,0.  
 
3.1.2.2 Vegetativna gojišča  
Za pripravo inokuluma sevov S. tsukubaensis smo preizkusili dva vegetativna gojišča VG3 
(Goranovič in sod., 2010) in VG-A ter sekundarno vegetativno gojišče VG-B. Sestava 
gojišča VG3 je prikazana v Preglednici 3. Natančne sestave gojišč VG-A in VG-B ne 
moremo prikazati, saj so ti podatki zaupni. 
 
 Vegetativno gojišče VG3  
 
Preglednica 3: Sestava vegetativnega gojišča VG3 (Goranovič in sod., 2010). 
 
Sestavina  Koncentracija v gojišču (g/L)   Proizvajalec 
Dekstrin 10  * 
Glukoza 1   Roquette 
Tripton 7   Merck 
Kvasni ekstrakt 5   Biolife 
Sojina moka 2,5   Soja protein 
NaCl  0,5   Carlo Erba 
K2HPO4  0,2   Merck 
Mineralna raztopina (Preglednica 4)  1 mL  
Destilirana voda  do 1 L  
Čas sterilizacije: 20 min; pH: 7,0.  
* Uporabili smo krompirjev dekstrin ali koruzni dekstrin proizvajalca Helios. 
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Preglednica 4: Mineralna raztopina za trdno sporulacijsko gojišče ISP4 in vegetativno gojišče VG3. 
 
Sestavina Koncentracija v gojišču (g/100 mL) Proizvajalec 
FeSO4 x 7H2O  0,1 Merck 
MnCl2 x 4H2O  0,1 Carlo Erba 
ZnSO4 x 7H2O  0,1 Merck  
Destilirana voda do 100 mL  
Čas sterilizacije 20 min; pH 7,0.  
 
 Vegetativno gojišče VG-A 
Vegetativno gojišče VG-A smo pripravili po enakem postopku kot gojišče VG3, le da vanj 
nismo dodali mineralne raztopine, pH pa smo umerili na 6,8 z NaOH. Sterilizacija gojišča 
je potekala 30 min pri 121 °C in tlaku 1,2 bar. Glavne sestavine gojišča so topni škrob 
(uporabili smo topni škrob proizvajalca Merck ali Panreac), glicerol, glukoza, koruzna 
namakalna vodica in suhi kvas.  
 
 Sekundarno vegetativno gojišče VG-B 
Sekundarno vegetativno gojišče VG-B smo uporabljali za drugo stopnjo priprave inokuluma 
sevov S. tsukubaensis. VG-B gojišče smo uporabljali v kombinaciji z VG-A gojiščem. 
Gojišče smo sterilizirali 30 min pri 121 °C in tlaku 1,2 bar. pH gojišča smo pred sterilizacijo 
umerili na 6,8 z NaOH. Glavni sestavini gojišča VG-B sta topni škrob (uporabili smo topni 
škrob proizvajalcev Merck, Panreac ali Microcore) in suhi kvas. 
 
3.1.2.3 Produkcijski gojišči  
Za produkcijo FK506 in analogov FK506 smo preizkusili dve produkcijski gojišči PG3 
(Goranovič in sod., 2010) in PG-A. Sestava gojišča PG3 je prikazana v Preglednici 5. 
Natančne sestave gojišča PG-A ne moremo prikazati, saj so ti podatki zaupni. 
 
 Produkcijsko gojišče PG3  
Produkcijsko gojišče smo pripravili v 50 mL Falcon epruvetah ali v 250 mL Erlenmajerjevih 
steklenicah. Za inokulacijo smo uporabili 10 % inokulum iz gojišča VG3.  
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Preglednica 5: Sestava produkcijskega gojišča PG3 (Goranovič in sod., 2010). 
 
Sestavine  Koncentracija v gojišču (g/L) Proizvajalec 
Dekstrin 90 * 
Sojin pepton  10 Fluka 
Sojina moka  10 Soja protein 
Glukoza  5 Kemika 
Glicerol  10 Carlo Erba 
K2HPO4  1 Merck 
CaCO3  1 Sigma 
PEG 1000  1 Merck 
L-lizin  2,5 Merck 
Destilirana voda do 1 L  
Čas sterilizacije: 20 min; pH: 6,5.  
*Uporabili smo krompirjev ali koruzni dekstrin proizvajalca Helios. 
 Produkcijsko gojišče PG-A  
PG-A je industrijsko gojišče za produkcijo FK506 in se uporablja v kombinaciji z gojišči 
VG-A in VG-B. Glavni sestavini gojišča PG-A sta topni škrob (uporabili smo koruzni škrob 
proizvajalca Helios in topne škrobe proizvajalcev Merck, Panreac, Sigma in Microcore) in 
kvas. Pred sterilizacijo, ki poteka 30 min, je potrebno umeriti pH gojišča na 6,8.  
3.1.2.4 Gojišča za ugotavljanje kontaminacij tekom bioprocesa  
 
 2TY ("tryptone yeast extract medium") 
2TY trdno gojišče smo uporabljali za preverjanje prisotnosti kontaminacij v suspenzijah spor 
sevov S. tsukubaensis in ugotavljanje kontaminacij med vodenjem bioprocesa.  
 
Preglednica 6: Sestava trdnega gojišča 2TY (Sambook in sod., 1989). 
 
Sestavine  Koncentracija v gojišču (g/L) Proizvajalec 
Kazein pepton 16 Merck 
Kvasni ekstrakt  10 Biolife 
NaCl 5 Carlo Erba 
Bakteriološki agar 20 Biolife  
Destilirana voda  do 1 L  
Čas sterilizacije: 20 min.  
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 PDA ("potato dextrose agar")  - krompirjev glukozni agar  
PDA gojišče smo uporabljali za preverjanje prisotnosti kontaminacij z glivami v procesni 
brozgi. Gojišče smo pripravili po navodilih proizvajalca (Biolife).  
 
Preglednica 7: Sestava trdnega gojišča PDA.  
 
Sestavine  Koncentracija v gojišču (g/L) Proizvajalec 
Krompirjev dekstrozni agar   42 g Biolife  
Destilirana voda  do 1 L  
Čas sterilizacije: 15 min.  
 
3.1.3 Raztopine in kemikalije  
 
 DMSO – dimetil sulfoksid (Thermo Scientific), 
 20 % glicerol (Merck), 
 HCl (Merck), 
 metanol (Merck),  
 NaCl (Carlo Erba),  
 NaOH (Merck).  
 
3.1.4 Laboratorijska oprema in naprave 
 
 analitska tehtnica (Kern), 
 avtoklav (Sutjeska), 
 avtomatske pipete (Gilson), 
 brezprašna komora (Telstar), 
 centrifuge (Hettich),  
 magnetna mešala (Uniequip, Tehtnica),  
 mikrovalovna pečica (Gorenje), 
 mikroskop (Olympus),  
 HPLC aparatura (Thermo Separation Products), 
 inkubator za preverjanje čistosti spor 37 °C (Sutjeska), 
 inkubator za kulture na trdnih gojiščih 28 °C (Sutjeska), 
 pH meter (Uniequip),  
 stresalniki (Infors ht, Labnet), 
 vrtinčnik (Ika), 
 zamrzovalna omara, −20 °C (LTH),  
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3.1.5 Ostali laboratorijski material in steklovina  
 
 čaše različnih velikosti,  
 Erlenmajerjeve steklenice (250 mL), 
 plastične Falcon epruvete (50 mL, 15 mL), 
 filtri,  
 homogenizator, 
 krioviale, 
 luknjači za agarizirano gojišče, 
 magneti za mešanje,  
 merilni valji različnih velikosti, 
 nastavki za avtomatske pipete,  
 objektna in krovna stekla,  
 Pasteurjeve pipete, 
 Petrijeve plošče,  
 plinski gorilnik,  
 razmazovalne palčke,  
 steklenice s plastičnim zamaškom, 
 sterilne vatirane palčke,  
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3.2 METODE  
 
3.2.1 Kultivacija in priprava spor sevov S. tsukubaensis  
 
Sevi Streptomyces tsukubaensis na agariziranem gojišču rastejo v obliki substratnega 
micelija, ki se kasneje diferencira v zračni micelij. Po 10−14 dneh inkubacije na 
agariziranem gojišču zračne hife septirajo in tvorijo spore. Nastop sporulacije pri 
streptomicetah pogosto sovpada z nastopom sekundarnega metabolizma (Claessen in sod., 
2006). Pri laboratorijskem delu s streptomicetami je priprava dobre suspenzije spor 
ključnega pomena za nadaljnje stopnje bioprocesa. Iz založnih suspenzij spor sevov S. 
tsukubaensis, ki smo jih uporabili v magistrskem delu (Preglednica 1), smo najprej pripravili 
ustrezne redčitve spor od 10-1 do 10-7 za določanje CFU/mL. 100 µL posamezne redčitve 
smo prenesli na ISP4 agarizirano gojišče ter slednjega inkubirali 10−14 dni pri 28 °C. Po 
tem času inkubacije smo posamezne kolonije precepili na svežo gojišče ISP4 in jih uporabili 
za inokulacijo vegetativnih gojišč.  
 
Za pripravo večje količine suspenzije spor smo uporabili ISP4 agarizirano gojišče, na katero 
smo nacepili ustrezno redčitev suspenzije spor (10-2), da smo dosegli konfluentno rast kultur. 
Suspenzije spor, kot tudi druge mikrobiološke postopke, smo pripravljali v brezprašni 
komori. Na agarizirano gojišče s sporulirano konfluentno kulturo S. tsukubaensis smo kanili 
2 mL sterilnega 20 % glicerola in spore postrgali s sterilnimi plastičnimi palčkami. 
Suspenzijo spor smo s Pasteurjevo pipeto prenesli v stekleni homogenizator, s pomočjo 
katerega smo spore, združene v verižico, razbili na posamezne spore. Tako pripravljene 
suspenzije spor smo prenesli v 2 mL mikrocentrifugirke in jih do porabe hranili na −80 °C. 
Morebitno prisotnost kontaminacij v suspenzijah spor smo preverjali na 2TY in PDA 




Slika 10: Posamezne kolonije S. tsukubaensis NRRL 18488 na ISP4 gojišču po 10 dneh kultivacije pri 28 °C. 
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3.2.2 Optimizacija bioprocesa za produkcijo FK506 na nivoju stresalnika 
 
V prvem delu eksperimentalnega dela smo želeli vzpostaviti zadovoljivo donosen in 
ponovljiv bioproces za produkcijo FK506, ki bi nam omogočal nadaljnjo optimizacijo 
kemobiosinteznega procesa. V ta namen smo testirali dva protokola za produkcijo FK506 na 
nivoju stresalnika. Protokol 1 je vseboval pripravo inokuluma v vegetativnem gojišču VG3 
in produkcijsko fazo v produkcijskem gojišču PG3. Protokol 2 je vseboval pripravo 
primarnega inokuluma v vegetativnem gojišču VG-A, pripravo sekundarnega inokuluma v 
vegetativnem gojišču VG-B in produkcijsko fazo v produkcijskem gojišču PG-A.  
 
Za optimizacijo bioprocesa za produkcijo FK506 smo uporabili divji sev F9 S. tsukubaensis 
NRRL 18488, za optimizacijo kemobiosinteznega procesa pa seve F499, F503 in F1094 S. 
tsukubaensis s prekinjenim genom allR.  
 
V tem magistrskem delu smo preizkusili dva protokola za produkcijo FK506 (Slika 11).  
 
 Protokol 1: inokulum (VG3), produkcija (PG3) 
Inokulum v gojišču VG3 smo pripravljali v 50 mL Falcon epruvetah ali 250 mL 
Erlenmajerjevih steklenicah. Falcon epruvete s 5 mL gojišča smo inokulirali s čepkom 
(premera 0,5 cm), odvzetim z 10 dni stare kolonije izbranega seva S. tsukubaensis z ISP4 
agarniziranega gojišča. Erlenmajerjeve steklenice s 50 mL gojišča VG3 smo inokulirali z 
1 % (v/v) suspenzijo spor delovnega mikroorganizma (CFU = 1−3 × 109 CFU/mL). 
Vegetativna faza je potekala 28 h pri hitrosti stresanja 220 rpm na 28 °C in 70 % vlažnosti.  
 
Inokulum, pripravljen v vegetativnem gojišču VG3, smo uporabili za inokulacijo 
produkcijskega gojišča PG3. Produkcijsko fazo smo izvedli v 50 mL Falcon epruvetah s 5 
mL ali 250 mL Erlenmajerjevih steklenicah s 25 mL produkcijskega gojišča, ki smo ga 
inokulirali z 10 % (v/v) inokulumom, pripravljenim v VG3. Inokulirano gojišče PG3 smo 
inkubirali 6−9 dni pri hitrosti 220 rpm na 28 °C in 70 % vlažnosti.  
 
 Protokol 2: inokulum (VG-A), sekundarni inokulum (VG-B), produkcija (PG-A) 
Inokulum v VG-A gojišču smo pripravljali v 50 mL Falcon epruvetah ali 250 mL 
Erlenmajerjevih steklenicah. Falcon epruvete s 5 mL gojišča VG-A smo inokulirali s čepkom 
(premera 0,5 cm), odvzetim z 10 dni stare kolonije izbranega seva S. tsukubaensis z ISP4 
agariziranega gojišča. Erlenmajerjeve steklenice s 50 mL gojišča VG-A smo inokulirali z 
1 % (v/v) suspenzijo spor delovnega mikroorganizma (CFU = 1−3 × 109 CFU/mL). 
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Protokol 2 se od protokola 1 razlikuje v dodatni stopnji, pripravi sekundarnega inokuluma. 
Tega smo pripravili v sekundarnem vegetativnem gojišču VG-B. 10 mL VG-B v 50 mL 
Falcon epruvetah ali 30 mL gojišča VG-B v 250 mL Erlenmajerjevih steklenicah smo 
inokulirali z 10 % (v/v) inokulumom vegetativnega gojišča VG-A. Inokulirano gojišče VG-
B smo nato inkubirali iz 48−72 h pri hitrosti stresanja 220 rpm na 24 °C in 70 % vlažnosti.  
 
Sekundarni inokulum, ki smo ga pripravil v VG-B, smo uporabili za inokulacijo 
produkcijskega gojišča PG-A. Produkcijsko fazo smo izvedli v 50 mL Falcon epruvetah s 5 
mL ali 250 mL Erlenmajerjevih steklenicah s 25 mL produkcijskega gojišča, ki smo ga 
inokulirali z 10 % (v/v) sekundarnim inokulumom pripravljenim v VG-B. Inokulirano 
gojišče PG-A smo inkubirali 8−10 dni, pri hitrosti 220 rpm na 24 °C in 70 % vlažnosti.  
 
3.2.3 Kemobiosintezni postopek z uporabo SNAC estrov vezanih gradbenih enot   
 
V drugem delu magistrskega dela smo optimizirali dodajanje nenaravnih podaljševalnih enot 
v procesno brozgo sevov S. tsukubaensis ∆allR, kot kontrolo smo uporabljali sev F9 S. 
tsukubaensis (NRRL 18488). Za kemobiosintezni proces smo uporabili podaljševalni enoti 
alilmalonil-S-N-acetilcisteamin (alilmalonil-SNAC) in propargilmalonil-S-N-
acetilcisteamin (propargilmalonil-SNAC), raztopljena v dimetil-sulfoksidni (DMSO) 
raztopini v končni koncentraciji 10 % (w/v). Obe sintetični gradbeni enoti je pripravilo 
podjetje Acies Bio d. o. o. Kemobiosintezni postopek smo optimizirali z dodajanjem 
omenjenih podaljševalnih enot v  različnih časovnih intervalih in končnih koncentracijah. 
 
Za izvedbo eksperimentov smo imeli na voljo omejeno količino alil- in propargilmalonil-
SNAC, zato večino poskusov nismo izvajali v paralelnih ponovitvah.   
 
3.2.4 Določanje bioprocesnih parametrov  
 
Za spremljanje bioprocesa in proučevanja vpliva dodajanja SNAC-vezanih sintetičnih enot, 
smo spremljali naslednje parametre:  
 
 pmV (parcialni volumen micelija) 
 
Z metodo pmV smo ovrednotili rast biomase v vegetativnem gojišču v Erlenmajerjevih 
steklenicah. Odvzeli smo 10 mL vzorca in ga prenesli v 15 mL Falcon epruveto. Vzorce smo 
centrifugirali pri 3000 rpm, 10 minut. Po centrifugiranju smo odčitali volumen usedline. 
Vrednost je predstavljena kot % celične biomase.   
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 pH 
 
Tekom bioprocesa smo spremljali tudi vrednost pH, ki smo jo vzorcem izmerili po 
zaključku vegetativne faze in produkcijske faze.  
 
3.2.5 Analitske metode  
 
3.2.5.1 Določanje vsebnosti FK506 in analogov FK506 
 
Za vrednotenje vsebnosti FK506 in analogov FK506 smo uporabili HPLC metodo. Končne 
produkte smo za potrebe HPLC analize ekstrahirali iz procesne brozge z metanolom v 
razmerju 1:1. Pri Falcon epruvetah smo dodali 5 mL metanola direktno v procesno brozgo, 
medtem ko smo pri Erlenmajerjevih steklenicah 5 g procesne brozge natehtali v novo Falcon 
epruveto in nato dodali 5 mL metanola. Vzorce z metanolom smo eno uro stresali na 
stresalniku. Po stresanju smo 2 mL ekstrakcijske raztopine prenesli v 2 mL 
mikrocentrifugirke in jih centrifugirali 10 minut pri 14000 rpm. 0,6 mL supernatanta smo 
prenesli v steklene vijale za analizo s HPLC metodo.  
 
3.2.5.2 HPLC analiza  
 
Koncentracijo FK506 in analogov FK506 smo določili z metodo tekočinske kromatografije 
visoke ločljivosti (HPLC), ki jo odlikuje izredna ločljivost in občutljivost (Anderluh in sod., 
2009). Analizo HPLC vzorcev je izvajal analitski oddelek podjetja Acies Bio d. o. o.  
 
Sestavni deli HPLC aparature so topila, črpalka, kolona, injektor, detektor, ki meri 
absorpcijo snovi in detektor, ki meri fluorescenco ter računalnik, preko katerega uravnavamo 
parametre (Anderluh in sod., 2009). Za analizo naših vzorcev smo uporabili Thermo 
Finnigan Accela aparturo, sestavljeno iz črpalke z vakuumskim razplinjevalcem z 20 µL 
zanko, DAD detektorjem in osebnim računalnikom s programom ChromQuest (verzija 
4.3.34). Uporabljali smo kolono Thermo Accucore C18, 2,6 µm 100 × 2,1 mm z reverzno 
stacionarno fazo z ali brez uporabe predkolone CC8/4. Pretok kolone je bil 200 µL/min, 
temperature kolone 60 °C in dolžina detekcije 208 nm.  
 
Standard smo pripravili iz 10 mg FK506 raztopljenega v 10 mL metanola. Raztopino FK506 
smo nato razredčili do končne koncentracije 100 mg/L. Standard in vzorce smo pred 
nanosom na kolono inkubirali vsaj 1 h na sobni temperaturi in previdno premešali.  
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3.2.5.3 Statistična obdelava rezultatov  
 
Pridobljene rezultate smo statistično obdelali v programu Microsoft Excel. Izračunali smo 
povprečne vrednosti in standardne odklone vzorcev. Sheme smo pripravili v programu 
Adobe Illustrator CC 2017.  
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4 REZULTATI  
4.1. VZPOSTAVITEV BIOPROCESA ZA PRODUKCIJO  FK506 S SEVOM 
Streptomyces tsukubaensis NRRL18488  
4.1.1 Optimizacija vegetativnih in produkcijskih gojišč  
 
V prvi polovici laboratorijskega dela smo optimizirali obstoječe protokole (Slika 11) za 
industrijsko produkcijo FK506 z uporabo seva F9 S. tsukubaensis (NRRL18488). S 
testiranjem vegetativnih in produkcijskih gojišč ter kombinacij med njimi smo želeli 
vzpostaviti optimalno kombinacijo, ki bi dala zadovoljiv donos FK506 na nivoju stresalnika 
ter zagotovila ponovljivost eksperimentov. Huang in sod. (2013) v svoji raziskavi navajajo, 
da lahko škrob različnih proizvajalcev vpliva na produkcijo FK506. Na podlagi teh 
ugotovitev smo se odločili, da pri uporabljenih gojiščih testiramo vpliv različnih vrst 
glavnega vira ogljika na donos FK506. Kot vir ogljika smo uporabili različne škrobe in 
dekstrine. Najprimernejši vir ogljika smo uporabili v nadaljnjih procesih. Variacije gojišč, 
uporabljene v eksperimentih (Preglednica 8), smo zaradi lažjega dela v laboratoriju 
poimenovali s črkami (vegetativni gojišči) in številkami (produkcijska gojišča) ali kot 
kombinacijo črk in številk (sekundarno vegetativno gojišče). Glavni vir ogljika je v gojiščih 
VG3 in PG3 predstavljal dekstrin, zato smo preizkusili 2 različni vrsti, krompirjev in koruzni 
dekstrin, ki smo ju imeli na voljo. Gojišča VG-A, VG-B in PG-A, v katerih je bil glavni vir 
ogljika topni škrob pa smo preizkusili na različne vrste topnega škroba, preizkusili pa smo 
tudi vpliv iste vrste topnega škroba različnih proizvajalcev.  
 
 
Slika 11: Prikaz standardnih operativnih postopkov protokola 1 (A) in protokola 2 (B) za produkcijo FK506 s 
sevom Streptomyces tsukubaensis NRRL18488. Po končani kultivaciji s produkcijskim gojiščem je sledila 
ekstrakcija FK506 z metanolom in določitev produkta z metodo HPLC, kot je navedeno v poglavjih Material 
in metode.  
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Preglednica 8: Variacije gojišč uporabljenih v magistrskem delu, poimenovane s črkami in številkami. 
 
Oznaka gojišča  Gojišče Vrsta škroba/dekstrina  Proizvajalec 
 Vegetativna gojišča  
A VG3 Koruzni dekstrin Helios 
B VG3 Krompirjev dekstrin Helios 
C VG-A Topni krompirjev škrob Merck 
D VG-A Topni krompirjev škrob Panreac 
 
 Sekundarno vegetativno gojišče  
E1 VG-B Topni krompirjev škrob Merck 
E2 VG-B Topni krompirjev škrob Panreac 
E2.1 VG-B Topni krompirjev škrob  
(50 % redukcija) 
Panreac 
E3 VG-B Topni škrob Microcore 
 
 Produktivna gojišča  
1 PG3 Krompirjev dekstrin Helios 
2 PG3 Koruzni dekstrin Helios 
3 PG-A Koruzni škrob  Helios 
4 PG-A Topni krompirjev škrob Merck 
5 PG-A Topni krompirjev škrob Panreac 
6 PG-A Topni pšenični škrob Sigma 
7 PG-A Topni škrob Microcore 
 
V prvem eksperimentu (Slika 12) smo testirali protokol 1 z uporabo vegetativnega gojišča 
VG3 s koruznim dekstrinom (A) z več različnimi produkcijskimi gojišči PG3 (1, 2) in PG-
A (3, 4, 5, 6). Protokol 2 smo testirali z vegetativnim gojiščem VG-A (C) ter sekundarnim 
vegetativnim VG-B (E1), pri obeh smo uporabili topni škrob proizvajalca Merck, v 
kombinaciji z dvema produkcijskima gojiščema PG3 (1) in PG-A (3). Eksperiment smo 
izvedli v Falcon epruvetah in Erlenmajerjevih steklenicah. Za temperaturo kultivacije smo 
določili 28 °C zaradi lažje primerjave vpliva različnih gojišč na produkcijo FK506. Iz 
rezultatov, prikazanih spodaj (Slika 12) lahko razberemo, da je bila produkcija FK506 
najvišja (96 mg/L ± 7 mg/L) pri uporabi protokola 1 s kombinacijo vegetativnega gojišča 
VG3 s koruznim dekstrinom (A) in produkcijskega gojišča PG-A s topnim škrobom 
proizvajalca Panreac (5). 
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Slika 12: Produkcija FK506 v izbranih vegetativnih in produkcijskih gojiščih protokola 1 in 2 pri sevu F9 S. 
tsukubaensis NRRL18488. Prikazane so povprečne vrednosti s standardnimi odkloni za n = 6 (Falcon epruvete) 
in n = 2 (Erlenmajerjeve steklenice). Produkcijska faza pri protokolu 1 (A/1−6) je trajala 6 dni, pri protokolu 
2 (C/E1/1 in 3) pa 9 dni. Temperatura kultivacije med vegetativno in produkcijsko fazo je bila 28 °C.  
 
Donosi FK506 so bili v Erlenmajerjevih steklenicah v povprečju znatno nižji od donosov v 
Falcon epruvetah (Slika 12). Najvišji donos v Erlenmajerjevih steklenicah je dala 
kombinacija vegetativnega gojišča VG3 (A) in produkcijskega gojišča PG3 s krompirjevim 
dekstrinom (1) in sicer 35 mg/L ± 0,35 mg/L. Nizki so bili tudi donosi FK506 v 
Erlenmajerjevih steklenicah v kombinaciji z vegetativnim gojiščem VG-A (C) in 
sekundarnim vegetativnim gojiščem VG-B (E1). Pri gojiščih, ki sestavljata protokol 2 (VG-
B in PG-A), smo imeli težave z viskoznostjo in gostoto gojišč, kar je onemogočilo mešanje 
na stresalniku. V Falcon epruvetah so se sestavine gojišča posedle na dno in ni prišlo do 
dobrega mešanja, zaradi česar so bili posledično bioprocesi slabo ponovljivi, kar je razvidno 
iz velikih standardnih odklonov produkcije FK506 v teh gojiščih (Slika 12). V 
Erlenmajerjevih steklenicah je bilo mešanje boljše, vendar so bili donosi v primerjavi s 
kombinacijami gojišč protokola 1 še vedno znatno nižji. Glede na rezultate smo se odločili, 
da v naslednjem eksperimentu (Slika 13) preizkusimo vegetativno gojišče VG3 še s 
krompirjevim dekstrinom (B) ter VG-A s topnim škrobom proizvajalca Panreac (D). 
Viskoznost sekundarnega vegetativnega gojišča VG-B (E1) smo želeli zmanjšati z uporabo 





















Falcon epruvete Erlenmajerjeve steklenice
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Slika 13: Produkcija FK506 v izbranih vegetativnih gojiščih VG3 (B) in VG-A (D), sekundarnih vegetativnih 
(E2 in E2.1) ter produkcijskih gojiščih (1, 2, 3, 4, 5) pri sevu F9 S. tsukubaensis NRRL18488 v Falcon 
epruvetah. Prikazane so povprečne vrednosti paralelk dveh neodvisnih poskusov s standardnimi odkloni. 
Produkcijska faza pri protokolu 1 (B/1−5) je trajala 7 dni, pri protokolu 2 (D/E2/1 in 5) pa 10 dni. Temperatura 
kultivacije med vegetativno in produkcijsko fazo je bila 28 °C.  
 
Donos FK506 je bil v drugem eksperimentu (Slika 13) najvišji (111 mg/L ± 50 mg/L) pri 
kombinaciji vegetativnega gojišča VG3 (B) s produkcijskim gojiščem PG-A s koruznim 
škrobom (3), vendar z zelo slabo ponovljivostjo (visok standardni odklon), kar je verjetno 
posledica slabšega mešanja gojišča med kultivacijo zaradi netopnosti koruznega škroba, ki 
je po sterilizaciji tvoril strdke v gojišču. Razmeroma visok donos FK506 je bil tudi v 
produkcijskemu gojišču PG-A s topnim škrobom Panreac (5) v kombinaciji z vegetativnim 
gojiščem VG3 s krompirjevim dekstrinom (B) in VG-A s topnim škrobom proizvajalca 
Panreac (D). Donosi FK506 pri uporabi sekundarnega vegetativnega gojišča VG-B s topnim 
škrobom proizvajalca Panreac (E2) so bili nižji, kot če smo sekundarno fazo priprave 
inokuluma izpustili. 50 % redukcija koncentracije topnega škroba v sekundarnem 
vegetativnem gojišču (E2.1) ni imela pozitivnega učinka na donos FK506, slednji je bil celo 
nižji (25 mg/L ± 11 mg/L) kot pri uporabi vegetativnega gojišča VG-A (D) v kombinaciji s 
sekundarnim vegetativnim gojiščem VG-A (E2) in produkcijskem gojiščem PG-A (5) (Slika 
13). 
 
Na podlagi prikazanih rezultatov (Slika 12 in 13) lahko ugotovimo, da kombinacija 
vegetativnega gojišča VG3 in produktivnega gojišča PG-A omogoča najboljše donose 
FK506 v Falcon epruvetah. Potrdili smo, da imajo sestavine gojišč ključno vlogo pri 




















Vegetativno/Sekundarno vegetativno/Produktivno gojišče 
Falcon epruvete
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smo dosegli v produktivnem gojišču PG-A z koruznim škrobom (3) in krompirjevim 
škrobom proizvajalca Panreac (5) (Slika 13).  
 
4.1.2 Vpliv temperature na produkcijo FK506  
 
Začetne eksperimente, v katerih smo testirali vpliv različnih vrst glavnega vira ogljika v 
vegetativnih, sekundarnih vegetativnih in produkcijskih gojiščih, smo izvajali na 28 °C 
zaradi lažje primerljivosti rezultatov. V protokolu 2 (Slika 11) je za produkcijsko fazo 
predpisana temperatura 24 °C, zato smo se odločili, da preizkusimo vpliv temperature na 
produkcijo FK506 s kombinacijo gojišč VG-3 (B) / PG-A (3 in 5) (Slika 14), ki sta se v 
predhodnih eksperimentih (Slika 12 in 13) pokazala kot najboljši za produkcijo FK506.  
 
Rezultati so pokazali, da ima temperatura kultivacije med produkcijsko fazo signifikanten 
vpliv na produkcijo FK506 (Slika 14). Donos FK506 je bil v obeh gojiščih znatno višji pri 
temperaturi 24 °C. Najvišjo produkcijo smo dosegli v produkcijskem gojišču PG-A s topnim 




Slika 14: Produkcija FK506 v vegetativnem gojišču VG3 (B) in izbranih produkcijskih gojiščih PG-A (3 in 5) 
pri sevu F9 S. tsukubaensis NRRL18488. Modri stolpci prikazujejo produkcijo FK506 pri 28 °C, oranžni 
stoplci pa pri 24 °C. Prikazane so povprečne vrednosti in standardni odkloni meritev v Falcon epruvetah za n 
= 2. Produkcijska faza je trajala 7 dni. Testiranje smo izvedli v eni ponovitvi.  
 
Glede na to, da so bili pri nižji temperaturi kultivacije donosi FK506 znatno višji, smo se 
odločili ponovno testirati najboljše kombinacije gojišč. V ta eksperiment smo vključili še en 
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Rezultati so pokazali, da je produktivno gojišče PG-A s topnim škrob proizvajalca Microcore 
(7) omogočilo še boljši donos FK506 (230 mg/L ± 14 mg/L) v primerjavi s topnim škrobom 
proizvajalca Panreac (5) in koruznim škrobom (3) (Slika 15). Na podlagi teh rezulatov smo 
se odločili, da bomo v nadaljnjih eksperimentih uporabili produktivno gojišče PG-A s 




Slika 15: Produkcija FK506 v vegetativnem gojišču VG3 (B) in izbranih produkcijskih gojiščih PG-A (3-
Helios, 5-Panreac in 7-Microcore) pri sevu F9 S. tsukubaensis NRRL18488  pri 24 °C. Prikazane so povprečne 
vrednost in standardni odkloni meritev v Falcon epruvetah za n = 10. Produkcijska faza je trajala 7 dni.  
 
Produktivno gojišče PG-A (7) smo nato še dodatno testirali v vseh kombinacijah z 
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Slika 16: Produkcija FK506 v vegetativnih gojiščih VG3 (B) in VG-A (D) v kombinaciji s sekundarnim 
vegetativnim gojiščem VG-B (E3) in produkcijskem gojišču (7) pri sevu F9 S. tsukubaensis NRRL18488. 
Modri grafi prikazujejo povprečno vrednost FK506 s standardnimi odkloni v Falcon epruvetah za n = 2, oranžni 
grafi pa povprečno vrednost FK506 s standardnimi odkloni v Erlenmajerjevih steklenicah za n = 2.  
Temperatura kultivacije med vegetativno fazo je bila 28 °C, med produktivno fazo pa 24 °C. Dolžina 
produkcijske faze je bila 7 dni. 
 
Rezultati (Slika 16) so pokazali, da je kombinacija vegetativnega gojišča VG3 (B) in 
produktivnega gojišča PG-A (7) omogočila najvišji donos FK506 tako v Falcon epruvetah 
kot tudi v Erlenmajerjevih steklenicah. To kombinacijo gojišč smo se zato odločili uporabiti 
v nadaljevanju te magistrske naloge. 
 
4.1.3 Optimizacija postopka za produkcijo FK506 na nivoju stresalnika  
 
Glede na pridobljene rezultate (Slika 14−16) smo se odoločili testirati nov postopek, ki smo 
ga poimenovali protokol 3 (Slika 17). Protokol 3 je sestavljen iz vegetativnega gojišča VG3 
s krompirjevim dekstrinom (B) in produktivnega gojišča PG-A s topnim škrobom 
proizvajalca Microcore (7). Inokulum smo v vegetativni fazi inkubirali 28 ur na 28 °C,  v 
produktivni fazi pa 7−8 dni na 24 °C. Protokol 3 smo uporabili za vse nadaljnje eksperimente 
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Slika 17: Shematski prikaz protokola 3, ki smo ga uporabili za optimizacijo kemobiosinteznega postopka. 
 
4.1.4 Časovni potek produkcije FK506 pri sevu S. tsukubaensis NRRL 18488  
 
Pred izvedbo eksperimentov optimizacije kemobiosinteznega postopka za produkcijo novih 
analogov FK506 smo preverili časovni potek produkcije FK506 v Falcon epruvetah in 
Erlenmajerjevih steklenicah z uporabo protokola 3 (Slika 18). Iz rezultatov razberemo, da je 
najvišji donos FK506 v Falcon epruvetah dosežen osmi dan in da ostaja konstanten do 
desetega dne kultivacije. Najvišji donos FK506 v Erlenmajerjevih steklenicah smo dosegli 
šesti dan. Padec pH produktivnega gojišča iz začetnega 6,8 na 6,4 tretji dan kultivacije 
sovpada s pričetkom sinteze FK506. Po desetih dneh kultivacije se je pH produkcijskega 
gojišča zvišal na 7,2. Produkcija FK520 (Priloga A) je bila deseti dan kultivacije okoli 14 % 
(Falcon epruvete) in 12 % (Erlenmajerjeve steklenice) produkcije FK506, sicer je bila med 
5. in 10. dnevom razmeroma konstantna. Produkcija stranskega produkta propil-FK506 
(Priloga A) je bila najvišja med 3. in 4. dnevom v Falcon epruvetah, ko je bila produktivnost 
FK506 najintenzivnejša. V Erlenmajerjevih steklenicah je bila produkcija propil-FK506 od 
5. do 10. dne konstanta in sicer okoli 4% produkcije FK506. Glede na vse pridobljene 
rezultate smo ocenili, da je najoptimalnejši čas za produkcijo FK506 v Falcon epruvetah 7 
dni in v Erlenmajerjevih steklenicah 8 dni.  
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Nadaljevanje Slike 18: Časovni potek produkcije FK506 v Falcon epruvetah in Erlenmajerjevih steklenicah 
pri sevu F9 S. tsukubaensis NRRL 18488. Modra krivulja prikazuje potek produkcije FK506 v Erlenmajerjevih 
steklenicah, oranžna krivulja pa potek produkcije FK506 v Falcon epruvetah. Na grafu je prikazan tudi časovni 
potek pH (siva, črtkana krivulja) v produkcijskem gojišču v Erlenmajerjevih steklenicah. Na primarni y osi so 
prikazani donosi FK506 [mg/L], na sekundarni y osi pa vrednosti pH. Kultivacija v produkcijski fazi je potekala 
na 24 °C.  
 
4.2. KEMOBIOSINTEZNI POSTOPEK ZA PRODUKCIJO NOVIH ANALOGOV 
FK506 
 
V drugi polovici magistrskega dela smo uporabili seve F499, F503 in F1094 S. tsukubaensis, 
s prekinjenim genom allR, homologom krotonil-CoA-reduktaze/karboksilaze. Kosec in sod. 
(2012a) so v svoji študiji ugotovili, da mutanta allR ne producira ne FK506, niti strukturnih 
analogov FK520 in propil-FK506. Ugotovili so tudi,  da je mogoče z dodajanjem nenaravne 
sintetične enote alilmalonil-SNAC v procesno brozgo med produkcijo fazo proizvesti 
izključno FK506 brez nečistoče FK520, ki otežuje procese izolacije FK506 (Kosec in sod., 
2012a).  
 
Z eksperimenti dodajanja dveh nenaravnih podaljševalnih enot alilmalonil-SNAC in 
propargilmalonil-SNAC (Slika 19) v bioprocesno brozgo allR mutanta seva S. tsukubaensis 
smo dokazali, da se obe nenaravni podaljševalni enoti uspešno vgrajujeta v poliketidno 
verigo na kompleksu PKS. Z dodajanjem alilmalonil-SNAC v bioprocesno brozgo smo 
povrnili produkcijo FK506, z dodajanjem propargilmalonil-SNAC v procesno brozgo pa 
smo uspeli producirati novi analog FK506, propargil-FK506, ki je imel na ogljiku C21 
namesto alilne skupine vezano stransko skupino s kemijsko reaktivno trojno vezjo. S 
testiranjem različnih koncentracij in časovnih intervalov dodajanja alilmalonil-SNAC in 
propargilmalonil-SNAC smo uspešno optimizirali kemobiosintezni postopek, kar je 




Slika 19: Nenaravni podaljševalni enoti alilmalonil-SNAC (A) in propargilmalonil-SNAC (B), ki smo ju 
dodajali v procesno brozgo sevom S. tsukubaensis s prekinjenim genom allR med kemobiosinteznim procesom 
(Kosec in sod., 2012b). 
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4.2.1 Revitalizacija in testiranje sevov S. tsukubaensis ∆allR   
 
Za izvedbo eksperimentov z dodajanjem SNAC estrov vezanih enot v procesno brozgo S. 
tsukubaensis ∆allR smo najprej revitalizirali tri seve, ki so bili shranjeni pri −80 °C (Slika 
20). Seve smo nacepili na ISP4 agarizirano gojišče do posameznih kolonij. Za vsak sev 
(F499, F503 in F1094) smo testirali šest posameznih kolonij v produktivnem gojišču PG-A 
(7). Namen selekcije po revitalizaciji je bila identifikacija posameznih kolonij sevov z dobro 
produkcijo FK506 ob dodatku sintetične enote alilmalonil-SNAC, saj dolgotrajno 
shranjevanje sevov pri −80 °C lahko povzroči upad produkcije. Kot kontrolo smo v vseh 
poskusih uporabili sev F9 S. tsukubaensis NRRL18488. Kontrolnemu sevu smo prav tako 
dodajali sintetično enoto alilmalonil-SNAC, za ugotavljanje morebitne toksičnosti le-te za 
sev. Posamezne kolonije sevov (F499, F503 in F1094) smo testirali na produkcijo FK506 po 
dodajanju sintetične enote alilmalonil-SNAC v končni koncentraciji 0,5 g/L ob inokulaciji 
ter ob inokulaciji in tretji dan produkcije FK506 prav tako v končni koncentraciji 0,5 g/L. 
Eksperiment smo izvedli v Falcon epruvetah, vendar ne v paralelki, saj smo razpolagali z 
omejeno količino alilmalonil-SNAC gradbene enote.  
 
Iz Slike 20 lahko razberemo, da je bila produkcija F506 pri posameznih izolatih sevov F499 
(graf C), F503 (graf B) in F1094 (graf D) zelo variabilna, medtem ko pri divjem sevu (graf 
A) takšnega odstopanja od povprečne produkcije FK506 nismo opazili. Odstopanja izbranih 
sevov od povprečne vrednosti vseh šestih kolonij za posamezni režim dodajanja alilmalonil-
SNAC so se gibala med 50 do 100 %. Povprečen donos šestih posameznih kolonij divjega 
tipa S. tsukubaensis NRRL 18488 je bil po dodajanju alilmalonil-SNAC v eni časovni točki, 
ob inokulaciji v končni koncentraciji 0,5 g/L, 222,1 ± 33,7 mg/L. V primeru dodajanja 
alilmalonil-SNAC v dveh časovnih točkah, ob inokulaciji in 3. dan produkcije FK506 v 
koncentraciji 0,5 g/L pa 207,1 ± 53,3 mg/L (Priloga B). Donosi posameznih sevov F499, 
F503 in F1094 S. tsukubaensis ∆allR po dodajanju alilmalonil-SNAC v enakih 
koncentracijah in časovnih točkah kot pri sevu F9 so bili zelo nizki in so predstavljali okoli 
5 % donosa FK506 v primerjavi z divjim tipom S. tsukubaensis (sev F9) (Priloga B). Vpliv 
enote alilmalonil-FK506 na produkcijo FK506 pri divjem tipu in mutiranem sevu S. 
tsukubaensis smo natančneje ovrednotili v naslednjih eksperimentih.  
 
Glede na rezultate smo izbrali posamezne kolonije sevov F503 in F499, ki so pokazale 
najboljše donose FK506, z njimi smo nato izvedli tudi vse nadaljnje eksperimente. 
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Slika 20: Testiranje posameznih kolonij sevov F9 (graf A) S. tsukubaensis WT in F503 (graf B), F499 (graf 
C), F1094 (graf D) S. tsukubaensis ∆allR na dodajanje alilmalonil-SNAC ob inokulaciji v končni koncentraciji 
0,5 g/L (modre pike) in sočasno ob inokulaciji  ter 3. dan v končni koncentraciji 0,5 g/L (oranže pike). Rezultati 
so prikazani kot odstopanja donosa FK506 posameznih kolonij od povprečnega donosa FK506 (rdeča premica) 
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4.2.2 Dodajanje alilmalonil-SNAC podaljševalne enote v procesno brozgo ∆allR 
mutanti 
 
Optimizacijo kemobiosinteznega postopka za produkcijo novih analogov FK506 smo 
najprej izvedli z nenaravno enoto alilmalonil-SNAC, ki je analog alilmalonil-CoA in so jo 
Kosec in sod. (2012a) uporabljali za povrnitev produkcije FK506 pri ∆allR mutanti. 
Eksperimente smo izvedli z izbranimi posameznimi kolonijami seva F503 in F499 S. 
tsukubaensis ∆allR, ki so se nam glede na rezultate (Slika 20) zdele najprimernejše. Kot 
kontrolo smo uporabljali sev F9 S. tsukubaensis. Preizkusili smo različne koncentracije in 
časovne intervale dodajanja alilmalonil-SNAC enote (Slika 21).  
 
Z eksperimentom dodajanja nenaravne sintetične enote alilmalonil-SNAC smo uspešno 
povrnili produkcijo FK506 pri ∆allR mutanti (Slika 21). Med testiranimi režimi se je za 
najbolj donosnega izkazal režim dodajanja alilmalonil-SNAC od 0. do 6. dne v končni 
koncentraciji 0,5 g/L. Relativno visoke donose smo dosegli z dodajanjem enote alilmalonil-
SNAC več dni zaporedoma. Kjer smo enoto alilmalonil-SNAC v procesno brozgo dodali 
samo enkrat tekom procesa, smo dosegli donose nižje od 40 mg/L. Oba seva S. tsukubaensis 
∆allR F503 in F499 sta imela podobno produkcijo FK506 pri vseh testiranih kombinacijah. 
Ker je bila produkcija seva F503 pri dodajanju alilmalonil-SNAC od 0. do 6. dne v končni 
koncentraciji 0,5 g/L višja kot pri sevu F499, smo v nadaljnjih eksperimentih uporabili 
slednjega. Povrnitev produkcije FK506 z dodajanjem alilmalonil-SNAC mutanti smo 
preverili tudi v Erlenmajerjevih steklenicah (Slika 22).   
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4.2.3 Vpliv različnih koncentracij podaljševalne enote alilmalonil-SNAC na 




Slika 21: Dodajanje nenaravne gradbene enote alilmalonil-SNAC v procesno brozgo S. tsukubaensis ∆allR 
(sevu F503 – oranžni stolpci, in F499 – zeleni stolpci) ter S. tsukubaensis NRRL18488 (sevu F9 – modri 
stolpci). Eksperiment smo izvedli v Falcon epruvetah brez ponovitev. Na y osi je navedena končna 
koncentracija dodane enote alilmalonil-SNAC in interval njenega dodajanja v procesno brozgo izbranih sevov. 
Čas produkcije faze je bil 7 dni.  
 
V Erlenmajerjevih steklenicah smo enoto alilmalonil-SNAC sevu F9 in F503 dodajali vsak 
dan od 0. do 7. dne v končnih koncentracijah 0,5, 1 in 1,5 g/L. Produkcijo FK506 smo 
spremljali od 6. do 9. dne (Slika 22). Deveti dan produkcije FK506 smo izmerili pH in 
nastanek biomase z metodo pmV, da bi preverili vpliv podaljševalne enote alilmalonil-
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Slika 22: Produkcija FK506 pri divjem tipu S. tsukubaensis (sev F9) po dodajanju alilmalonil-SNAC (A) in 
produkcija FK506 po komplementaciji produkcije FK506 z dodajanjem alilmalonil-SNAC sevu F503 (B). 
Dodajanje alilmalonil-SNAC je potekalo od 0. do 7. dan vsak dan v končnih koncentracijah 0,5, 1,0 ali 1,5 g/L 
v Erlenmajerjevih steklenicah brez ponovitev. Modra krivulja prikazuje produkcijo FK506 brez dodajanja 
alilmalonil-SNAC, oranžna krivulja prikazuje dodajanje alilmalonil-SNAC v končni koncentraciji 0,5 g/L, siva 
krivulja v koncentraciji 1,0 g/L in rumena krivulja v končni koncentraciji 1,5 g/L.  
 
Preglednica 9: Vsebnost mokre biomase (pmV) in pH pri divjem tipu S. tsukubaensis (sev F9) in mutanti 
∆allR po dodajanju različnih koncentracij alilmalonil-SNAC v procesno brozgo 9. dan procesa. 
 





pmV (%) pH pmV (%) pH 
0 40 7,3 42 7,3 
0,5 36 7,0 30 7,4 
1,0 20 6,0 20 6,0 
1,5 14 6,1 16 6,0 
 
Iz Slike 22 (graf A) lahko razberemo, da je dodajanje enote alilmalonil-SNAC v procesno 
brozgo seva F9 S. tsukubaensis pri višjih koncentracijah (1,0 in 1,5 g/L) znatno vplivalo na 
donos FK506. Produkcija FK506 je bila pri sevu F9 najnižja (pod 50 mg/L) ob dodajanju 
alilmalonil-SNAC v najvišji končni koncentraciji 1,5 g/L. Iz Preglednice 9 razberemo, da je 
podaljševalna enota alilmalonil-SNAC v koncentraciji 1,0 in 1,5 g/L znatno vplivala na 
nastanek biomase (pmV) in posledično tudi na pH bioprocesne brozge. Nastanek biomase je 
bil v primerjavi z divjim tipom, kateremu nismo dohranjevali alilmalonil-SNAC pri mutanti 
allR, nižji za 65 %, kar nakazuje, da je pri višjih koncentracijah alilmalonil-SNAC toksičen 
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bioprocesne brozge. Pri koncentracijah 1,0 in 1,5 g/L dodane enote alilmalonil-SNAC v 
gojišče se je pH znižal za eno enoto (Preglednica 9). Donos FK506 je bil pri dodajanju 
alilmalonil-SNAC v procesno brozgo mutanti ∆allR (graf B) nižji v primerjavi z donosom 
FK506 pri divjem tipu pri vseh režimih. V odsotnosti alilmalonil-SNAC mutanta ni 
proizvajala FK506. Najvišji donos FK506 pri mutanti ∆allR je bil pri dodajanju alilmalonil-
SNAC v končni koncentraciji 1,0 g/L. 
 
4.2.4 Vpliv koncentracije dodane podaljševalne enote propargilmalonil-SNAC na 
donos  FK506 analoga pri mutanti ∆allR 
 
Slika 23 prikazuje rezultate dodajanja alilmalonil-SNAC in propargilmalonil-SNAC v 
procesno brozgo divjega tipa (sev F9) in mutanti ∆allR (sev F503) v Falcon epruvetah. Za 
razliko od eksperimenta v Erlenmajerjevih steklenicah (Slika 22), v Falcon epruvetah nismo 
opazili inhibitornega učinka dodatka alilmalonil-SNAC na produkcijo FK506 pri divjem tipu 
S. tsukubaensis (sev F9). Učinek je bil celo nasproten, saj je dodatek enote alilmalonil-SNAC 
pozitivno vplival na donos FK506 (Slika 23, graf A). Pri sevu F503 je bil donos FK506 prav 
tako najvišji pri najvišji koncentraciji dodanega alilmalonil-SNAC (Slika 23, graf B). 
Dodatek propargilmalonil-SNAC je imel po pričakovanju negativen učinek na donos FK506 
pri sevu F9, kar nakazuje, da je še bolj toksičen za sev v primerjavi z alilmalonil-SNAC. 
Produkcija propargil-FK506  je bila pri mutanti ∆allR (sev F503) najvišja, ko smo enoto 
propargilmalonil-SNAC dodajali v končni koncentraciji 1,0 g/L.  
 









































Ramšak B. Kemobiosintezni proces za produkcijo analogov FK506 z bakterijami rodu Streptomyces.  
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017. 
 
 
Nadaljevanje Slike 23: Dodajanje nenaravnih gradbenih enot alilmalonil-SNAC in propargilmalonil- v 
procesno brozgo S. tsukubaensis NRRL18488 (sev F9) (Graf A) ter S. tsukubaensis ∆allR (sev F503) (Graf B). 
Eksperiment smo izvedli v Falcon epruvetah. Prikazane so povprečne vrednosti s standardnimi odkloni za n = 
2. Na x osi je navedena končna koncentracija dodajanja nenaravnih enot alil- in propargilmalonil-SNAC v 
procesno brozgo od 0. do 6. dne. Čas produkcije faze je bil 7 dni.  
 
 
4.2.5 Časovni potek produkcije FK506 in propargil-FK506 pri ∆allR mutanti ob 
dodatku alilmalonil-SNAC in propargilmalonil-SNAC 
 
Slika 24 prikazuje časovni potek produkcije FK506 in propargil-FK506 po dodajanju 
alilmalonil-SNAC in propargilmalonil-SNAC v bioprocesno brozgo S. tsukubaensis s 
prekinjenim genom allR, sev F503, v Erlemajerjevih steklenicah. Za kontrolo smo spremljali 
produkcijo FK506 pri S. tsukubaensis, sev F9. Odločili smo se za dodatek nenaravnih 
podaljševalnih enot v koncentraciji 0,5 g/L, saj je bil donos FK506 in propargil-FK506 glede 
na dodano nenaravno podaljševalno enoto relativno višji pri koncentraciji 0,5 g/L v 
primerjavi z 1,0 g/L (boljša ekonomičnost). Prav tako smo se želeli izogniti morebitnemu 
toksičnemu učinku nenaravnih podaljševalnih enot na razvoj biomase, kot smo to opazili v 
prejšnjih eksperimentih v Erlenmajerjevih steklenicah (Slika 22). 
 
Z dodatkom alilmalonil-SNAC smo pri ∆allR mutanti F503 po osmih dneh dosegli približno 
50 % donosa FK506 v primerjavi s kontrolnim sevom F9 (Slika 24). Z dodajanjem 
propargilmalonil-SNAC smo s sevom F503 dosegli donos novega analoga propargil-FK506 
v znatni koncentraciji 76 mg/L, kar predstavlja 36 % donosa FK506, ki smo ga dosegli pri 
divjem tipu S. tsukubaensis (sev F9). Ti rezultati nakazujejo, da se nenaravna podaljševalna 
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delno pa je to verjetno tudi posledica višje toksičnosti za sev v primerjavi z alilmalonil-
SNAC (Slika 23). Sinteza FK506 se je pri divjem tipu pričela drugi dan procesa, pri mutanti 
∆allR, kateri smo dodajali alilmalonil-SNAC ali propargilmalonil-SNAC, pa tretji dan, kar 




Slika 24: Časovni potek produkcije FK506 (sev S. tsukubaensis F9 in F503 z dodajanjem alilmalonil-SNAC) 
in  propargil-FK506 (sev S. tsukubaensis F503 z dodajanjem enote propargilmalonil-SNAC) v Erlenmajerjevih 
steklenicah. Dodajanje obeh podaljševalnih enot je potekalo od 0. do 7. dneva, vsak dan v končni koncentraciji 
0,5 g/L. Kontrolni sev S. tsukubaensis F9 (modra premica), ∆allR (F503) z dodajanem alilmalonil-SNAC 
(oranžna premica) in z dodajanjem propargilmalonil-SNAC (siva premica). Prisotnost produktov FK506 in 
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5 RAZPRAVA 
FK506 (takrolimus) je 23-členski makrolakton z imunosupresivno aktivnostjo, ki ga 
sintetizira kar nekaj streptomicetnih vrst, med njimi tudi Streptomyces tsukubaensis. Kljub 
temu da je v uporabi že od leta 1994, so industrijski donosi še vedno relativno nizki (Kino 
in sod., 1987a, 1987b; Huang in sod., 2013). Postopki izolacije FK506 pa so zaradi 
prisotnosti strukturno zelo podobnih molekul, ki nastajajo med samim bioprocesom, oteženi 
in dragi. Glavna stranska produkta, ki nastajata med bioprocesom FK506, sta FK520 
(askomicin) in propil-FK506 (37,38-dihidro-FK506) (Slika 9). FK506, FK520 ter propil-
FK506 se razlikujejo samo v stranski skupini, vezani na 21. ogljiku makrolaktonskega 
obroča, ki je v primeru FK506 alilna, FK520 etilna in propil-FK506 pa propilna (Huang in 
sod., 2013).  
 
Dosedanji poskusi izboljšave profila nečistoč, ki nastajajo med biosintezo FK506, in 
zvišanje donosa FK506 temeljijo predvsem na pristopih mutageneze in metabolnem 
inženiringu. Genetske manipulacije lahko rezultirajo v genetsko nestabilnih produkcijskih 
organizmih. Zaradi tesno prepletenih metabolnih poti pa prekomerna izražanja ali delecije 
posameznih metabolnih poti pogosto vplivajo tudi na druge metabolne poti in posledično 
tudi na celično rast organizma (Huang in sod., 2013). Kosec in sod. (2012a) so s pristopom 
genske inaktivacije in kemijske komplementacije razvili kemobiosintezni postopek, ki 
omogoča ekskluzivno produkcijo FK506 ob odsotnosti nečistoč FK520 in propil-FK506. 
Konstruirali so mutanto S. tsukubaensis s prekinjenim genom allR, ki se nahaja v all genski 
skupini (Priloga C) (Kosec in sod., 2012a). All geni so ključni za nastanek alilmalonil-CoA 
podaljševalne enote, iz katere izvira alilna stranska skupina, vezana na ogljiku C21 pri 
FK506. all gensko skupino sestavljajo geni: allA in allK (levo od allR) in allD (desno od 
allR) (Goranovič in sod., 2010).  
 
Nastanek prvega intermediata, 3-oksopentanoil-ACP, v biosintezni poti alilmalonil-CoA, 
najverjetneje katalizirata AllA in AllK (Slika 7). 3-oksopentanoil-ACP se najprej pretvori 
do 2-pentenoil-ACP v reakcijah, ki jih najverjetneje katalizirajo encimi, vpleteni v 
metabolizem maščobnih kislin. 2-pentenoil-ACP se z reduktivno karboksilacijo, ki jo 
katalizira AllR, pretvori do propilmalonil-ACP, ta pa s posredovanjem AllD nadalje do 
končnega produkta alilmalonil-ACP, ki ga prepoznava in vgrajuje AT domena modula 4 
FK506. allR je genski homolog ccr1, krotonil-CoA karboksilaze/reduktaze, kodirane v ems 
operonu S. tsukubaensis NRRL 18488, ki katalizira pretvorbo krotonil-CoA do etilmalonil-
CoA (Kosec in sod., 2012a). Mutanta allR ne producira ne FK506, ne FK520, kar kaže na 
vpletenost allR v nastanek etilmalonil-CoA podaljševalne enote (Kosec in sod., 2012a; 
Blažič in sod., 2015). Kot že omenjeno, je nastanek strukurnih analogov FK506, FK520 in 
propil-FK506 posledica nepopolne selektivnosti AT domene modula 4 PKS, ki ni dovolj 
selektivna do substratov; še več, AT4 domena lahko vgrajuje tudi podaljševalne enote, 
aktivirane v obliki SNAC tioestrov. Ni pa še popolnoma razjasnjeno, ali se SNAC derivati 
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vgrajujejo v poliketidno verigo neposredno na FK506 PKS kompleksu ali jih predhodno 
prepozna ACP domena All encimskega kompleksa (Slika 7) (Kosec in sod., 2012a; Mo in 
sod., 2011; Goranovič in sod., 2010).  
 
V tem magistrskem delu smo z uporabo seva ∆allR S. tsukubaensis in dodajanjem nenaravne 
enote propargilmalonil-SNAC v bioprocesno brozgo zaradi nepopolne selektivnosti AT4 
FK506 PKS dosegli izključno produkcijo novega analoga FK506, propargil-FK506, ki 
vsebuje kemijsko reaktivno trojno vez, kar omogoča nadaljnjo kemijsko derivatizacijo te 
molekule.  
 
Za potrebe laboratorijskega dela smo morali najprej vzpostaviti postopek za izvedbo 
bioprocesa FK506 na nivoju stresalnika, v Falcon epruvetah in Erlenmajerjevih steklenicah. 
Kot izhodišče smo uporabili dva protokola za produkcijo FK506 (Slika 11). Sestava 
vegetativnih in produkcijskih gojišč se je med protokoloma razlikovala. Protokol 2 je poleg 
priprave inokuluma v vegetativnem gojišču VG-A vključeval tudi pripravo sekundarnega 
inokuluma v sekundarnem vegetativnem gojišču VG-B. Z namenom vzpostavitve 
bioprocesa, ki bi zagotavljal ponovljivost in zadovoljive donose FK506, smo preizkusili 
kombinacije gojišč iz obeh protokolov. Obstoječo sestavo vegetativnih in produktivnih 
gojišč smo testirali na različne vrste in različne proizvajalce dekstrina ali škroba. Rezultati 
so pokazali, da vrsta škroba znatno vpliva na produkcijo FK506 (Slika 12, 13 in 14), kar se 
sklada z ugotovitvami Martinez-Castro in sod. (2013).  
 
Donosi FK506 so se razlikovali tudi, ko smo uporabili isto vrsto topnega škroba različnih 
proizvajalcev (Slika 12, 13 in 15). Vzrok takšne variabilnosti v donosih FK506 glede na 
dobavitelja škroba je najverjetneje v dostopnosti škroba za razgradnjo s strani 
mikroorganizma (dolžina polisaharidnih verig), prav tako pa je možna prisotnost nečistoč in 
stranskih produktov, ki nastajajo med pripravo škroba pri posameznih dobaviteljih in lahko 
vplivajo na bioproces. Topnega škroba proizvajalca Micorcore v začetnih eksperimentih še 
nismo imeli na voljo v laboratoriju in smo ga naknadno vključili v eksperimente, kjer se je 
pokazalo, da je omogočil najvišje donose FK506 v produktivnem gojišču PG3 (Slika 15 in 
16). Donosi FK506 so bili v poskusih, kjer smo uporabljali sekundarno vegetativno gojišče 
znatno nižji v primerjavi z donosi FK506, pri katerih smo sekundarno fazo priprave 
inokuluma izpustili (Slika 12, 13 in 16). Pri nekaterih gojiščih se je pojavila težava z visoko 
viskoznostjo, ker je posledično imelo negativen učinek na mešanje med bioprocesom in 
končni donos FK506. Viskoznost sekundarnega vegetativnega gojišča smo želeli zmanjšati 
s 50 % redukcijo koncentracije topnega škroba Panreac, vendar to ni pozitivno vplivalo na 
donos FK506 (Slika 13). 
 
Na produkcijo sekundarnih metabolitov poleg sestave gojišč pomembno vplivajo tudi 
temperatura, čas biosinteze, aeracija in pH gojišča. Optimalna temperatura rasti večine 
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aktinomicet je med 23 in 37 °C. Najoptimalnejši pH gojišča pa med 6 in 8 (Song in sod., 
2012).  
 
Kosec in sod. (2012a) ter Huang in sod. (2013) so v svoji eksperimentih za kultivacijo S. 
tsukubaensis v produkcijski fazi uporabljali temperaturo 28 °C, zato smo tudi mi produkcijo 
FK506 v začetnih eksperimentih izvajali pri tej temperaturi. V protokolu 2 je za produkcijsko 
fazo predpisana temperatura kultivacije 24 °C. Testiranje sestave gojišč pri obeh omenjenih 
temperaturah je dalo znatno višje donose FK506 pri 24 °C (Slika 14).  
 
Pri uporabi produkcijskega gojišča PG-A s topnim škrobom proizvajalca Microcore težav z 
viskoznostjo nismo imeli. Omenjen topni škrob je dal visok donos FK506 tako v Falcon 
epruvetah kot tudi v Erlenmajerjevih steklenicah, in sicer okoli 210 mg/L (Slika 16). 
Uporaba ostalih virov škroba je rezultirala v znatno nižjih donosih FK506 v Erlenmajerjevih 
steklenicah in v Falcon epruvetah, kar potrjuje, da imajo sestavine gojišča ključno vlogo pri 
doseganju visokega donosa FK506. 
 
Za izvedbo kemobiosinteznega procesa smo izbrali najoptimalnejšo kombinacijo gojišč, tj. 
vegetativno gojišče VG3 s krompirjevim dekstrinom (B) in produktivno gojišče PG-A s 
topnim škrobom proizvajalca Microcore (7). Produkcijski organizem S. tsukubaensis smo 
med vegetativno fazo kultivirali na 28 °C, med produktivno pa na 24 °C. Na novo 
vzpostavljen protokol smo poimenovali protokol 3 in je prikazan na Sliki 17.  
 
Da bi lažje opredelili časovne intervale dodajanja nenaravnih prekurzorjev alilmalonil-
SNAC in propargilmalonil-SNAC v procesno brozgo allR mutante smo spremljali tudi 
časovni potek produkcije FK506 pri divjem tipu S. tsukubaensis, sev F9 (NRRL 18488) v 
Falcon epruvetah in Erlenmajerjevih steklenicah (Slika 18). Produkcija FK506 se je pričela 
med 2. in 3. dnem bioprocesa, kar je v skladu z rezultati, ki so jih pridobili Kosec in sod. 
(2012a). Začetek biosinteze FK506 smo opazili, ko je bil pH najnižji, okoli 6,4 in ob 
približno enakem času se je pričela tudi biosinteza FK520. Delež FK520 ob koncu 
biosinteznega postopka  v Erlenmajerjevih steklenicah je znašal okoli 13 % glede na FK506.  
Končni donos propil-FK506 pa le okoli 5 % v primerjavi z donosom FK506, prav tako v 
Erlenmajerjevih steklenicah (Priloga A) . 
  
Optimizacijo kemobiosinteznega postopka smo izvedli s sevom S. tsukubaensis ∆allR. Sev 
s prekinjenim ∆allR genom ne proizvaja FK506, saj je onemogočena preskrba s 
podaljševalno enoto alilmalonil-CoA, ki jo AT4 domena PKS vgradi v poliketidno verigo 
FK506 na 21 C atomu. Z dodajanjem alilmalonil-SNAC smo vnesli podaljševalno enoto, ki 
je ključna za strancko skupino na ogljikovem atomu C21 in tako komplementirali delovanje 
manjkajoče biosintezne poti pri mutanti ∆allR, kar je povrnilo produkcijo FK506 (Slika 21 
in 22). Z dodajanjem nenaravne podaljševalne enote propargilmalonil-SNAC (Slika 23 in 
24) smo uspeli z ∆allR mutanto proizvesti novi analog propargil-FK506. To nam je 
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omogočila nepopolna selektivnost AT4 domene PKS, ki sprejema različne substrate. Zaradi 
široke specifičnosti za substrat AT4 domene med produkcijo FK506 nastajajo tudi drugi 
analogi FK506, predvsem FK520 (etilmalonil-CoA), propil-FK506 (propilmalonil-CoA). 
Analogi FK506 so nezaželeni pri industrijski proizvodnji FK506, saj zaradi strukturne 
podobnosti znatno otežijo izolacijo in čiščenje FK506.  
 
Za potrebe laboratorijskega dela smo morali najprej revitalizirati seve F499, F503 in F1094 
s prekinjenim genom ∆allR (Slika 20), ki so bili shranjeni na –80 °C. Produkcijo FK506 smo 
preverili z dodajanjem enote alilmalonil-SNAC v dveh različnih časovnih intervalih v končni 
koncentraciji 0,5 g/L. Rezultati so pokazali veliko variabilnost, kar je verjetno posledica 
dolgotrajnega hranjenja sevov pri −80 °C. Opazne razlike med različnima dohranjevalnima 
režimoma, kjer smo alilmalonil-SNAC dodajali v eni ali dveh časovnih točkah, ni bilo. Glede 
na nadaljnje rezultate lahko sklepamo, da se je dodani alilmalonil-SNAC porabljal med 
biosintezo in samo enkraten ali dvokraten dodatek bioprocesni brozgi ni zadostoval za 
neprekinjeno biosintezo in doseganje visokega donosa FK506. Med testiranimi kolonijami 
smo izbrali najdonosnejše posamezne kolonije seva F499 in F503.  
 
V nadaljevanju smo najprej preverili vpliv dodajanja alilmalonil-SNAC na produkcijo 
FK506 v različnih časovnih intervalih in koncentracijah, pri izbranih sevih F503 in F499 
(Slika 21). Eksperimente smo izvedli v Falcon epruvetah, saj smo razpolagali z omejeno 
količino alilmalonil-SNAC. Kosec in sod. (2012a) so v svojih eksperimentih za povrnitev 
produkcije FK506 pri mutanti ∆allR uporabili dohranjevanje alilmalonil-SNAC v treh 
časovnih točkah (24, 72 in 96 h) po inokulaciji produktivnega gojišča v končni koncentraciji 
0,78 g/L, s čimer so dosegli donos okoli 30 mg/L, ki je bil za 50 % nižji v primerjavi z 
donosom pri divjem tipu S. tsukubaensis brez dodajanja alilmalonil. V eksperimentih so za 
produkcijo FK506 uporabljali protokol 1 (Slika 11). Z optimizacijo bioprocesa in režima 
dodajanja nenaravne podaljševalne enote alilmalonil-SNAC smo v naših eksperimentih 
uspeli doseči znatno višji donos FK506 z mutanto ∆allR, ki je znašal več kot 100 mg/L.  
 
V Erlenmajerjevih steklenicah smo preverili tudi vpliv različnih koncentracij nenaravne 
enote alilmalonil-SNAC na rast S. tsukubaensis, (sev F9) in S. tsukubaensis ∆allR (sev F503) 
(Slika 22). Alilmalonil-SNAC smo dodajali v treh različnih končnih koncentracijah: 0,5, 1,0 
in 1,5 g/L. Ob koncu kultivacije smo ovrednotili nastanek biomase, ki je nastala med 
produkcijsko fazo z metodo pmV (Preglednica 9). Višje koncentracije dodajanja alilmalonil-
SNAC so rezultirale v zmanjšanjem donosu FK506 in manjšem deležu nastale mikrobne 
biomase pri divjem tipu S. tsukubaensis, sev F9 (Slika 22, Preglednica 9). Toksičnost SNAC-
vezanih gradbenih enot na produkcijski organizem so pokazale tudi raziskave (Murli in sod., 
2005; Desai in sod., 2004; Leaf in sod., 2000).  
 
Inhibitornemu učinku SNAC vezanih tioestrov na rast biomase se lahko izognemo s 
kontinuiranim dodajanjem substrata v procesno brozgo v takšni koncentraciji, da ne 
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dosežemo inhibitornega učinka (Murli in sod., 2005). Ta pristop se je izkazal za najboljšega 
tudi pri našem eksperimentu, saj smo najvišji donos FK506 v Erlenmajerjevih steklenicah 
dosegli, ko smo sevu F503 dohranjevali alilmalonil-SNAC od 0. do 6. dne produkcije v 
končni koncentraciji 0,5 g/L (Slika 21). Z višanjem koncentracije alilmalonil-SNAC se je 
znižal pH procesne brozge, kar lahko še dodatno vpliva na rast S. tsukubaensis in pa 
stabilnost končnega produkta v procesni brozgi (Preglednica 9). Martinez-Castro in sod. 
(2013) so ugotovili, da imajo že majhne spremembe pH produkcijskega gojišča (+/− 0,5 
enote) pomemben vpliv na produkcijo takrolimusa ter da pH med 6,0 in 8,0 ne vpliva na rast 
produkcijskega organizma. Najvišjo produkcijo FK506 so dosegli pri pH 6,5.  
 
Kljub dokazanem inhibitornem učinku podaljševalne enote allilmalonil-SNAC na rast seva 
F9, S. tsukubaensis, smo najvišjo produkcijo alilmalonil-SNAC pri mutanti ∆allR dosegli 
pri končni koncentraciji 1,0 g/L (Slika 22, graf B). Ta trend smo opazili tudi v naslednjem 
eksperimentu (Slika 23). Sklepamo, da je bil višji donos FK506 pri koncentraciji alilmalonil-
SNAC 1,0 g/L posledica boljše dostopnosti podaljševalne enote, kar je prevladalo nad 
inhibitornim učinkom na produkcijski organizem. Ne glede na višji donos FK506 pri 
koncentraciji dodajanja alilmalonil-SNAC v končni koncentraciji 1,0 g/L, smo se odločili za 
dodatek nenaravnih podaljševalnih enot v koncentraciji 0,5 g/L, saj je bil donos FK506 in 
propargil-FK506 glede na dodano nenaravno podaljševalno enoto relativno višji pri 
koncentraciji 0,5 g/L v primerjavi z 1,0 g/L (boljša ekonomičnost). Prav tako smo želeli 
zmanjšati možnost toksičnega učinka na razvoj biomase, kar bi lahko vodilo do slabe 
ponovljivosti rezultatov.  
 
Dejanski delež dodane prekurzurske enote, ki se vgradi na PKS kompleksu je zaradi 
različnih dejavnikov nižji v primerjavi z začetno koncentracijo v procesni brozgi. Leaf in 
sod. (2000) so v svoji raziskavi, kjer so dohranjevali SNAC aktiviran diketidni tioester, ki 
se je vgradil v 14,15-dehidro-6-dEB, ugotovili, da se je vgradilo le okoli 11 % te dodane 
sintetične enote prekurzorja, 34 % prekurzorja so našli v procesni brozgi. Več kot polovica 
dodanega prekurzorja pa se je izgubila zaradi razgradnje. Razgradnja nenaravnih sintetičnih 
enot prekurzorja, ki se dodajajo v procesno brozgo, je lahko posledica izločanja 
zunajceličnih ali oksidacijskih encimov produkcijskega organizma.  
  
V zaključnem eksperimentu smo izvedli dodajanje nenaravne enote propargilmalonil-SNAC 
v procesno brozgo S. tsukubaensis ∆allR v Erlenmajerjevih steklenicah (Slika 24). 
Biosinteza FK506 in propargil-FK506 se je pričela z enodnevnim zamikom (med 3. in 4. 
dnem) v primerjavi s izhodnim sevom S. tsukubaensis (NRRL 18488), pri katerem se 
biosinteza prične med 2. in 3. dnem. V primerjavi z donosom FK506 pri izhodnem sevu  je 
bil donos propargil-FK506 nižji za 64 %, in sicer 62 mg/L, kar pa je v resnici zelo dober 
rezultat. Na uspešno vgradnjo propargilmalonil-SNAC je verjetno vplivalo več dejavnikov, 
kot so prehod prekurzorja celice, prepoznavanje te enote s strani AT4 domene PKS in 
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učinkovitost vgradnje v poliketidno verigo, kot tudi stabilnost prekurzorja v gojišču in pa 
možnost njene razgradnje s strani produkcijskega organizma (Leaf in sod., 2000). 
 
Z dodajanjem propargilmalonil-SNAC v končni koncentraciji 0,5 g/L od 0. do 7. dne v 25 
mL gojišča v Erlenmajerjevih steklenicah lahko ocenimo, da je delež vgrajenega prekurzorja 
glede na donos propargil-FK506 približno 3 %, kar je relativno slab izkoristek. Za nadaljnjo 
optimizacijo tega kemobiosinteznega postopka in zmanjšanja prekurzorja (podaljševalne 
enote) v bioprocesni brozgi bi bilo smiselno preveriti njeno stabilnost v izbranem 
produkcijskem gojišču pod enakimi biosinteznimi pogoji, kot poteka produkcija propargil-
FK506. Kljub relativni enostavnosti podaljševalnih malonatnih enot, ki so aktivirane kot N-
acetilcisteamin tioestri je biodostopnost in z njo povezana efektivnost vgradnje prekurzorja 
SNAC v primerjavi z CoA-estri razmeroma še nepoznana (Sundermann in sod., 2013).  
 
S tem magistrskim delom smo pokazali, da AT domena modula 4 PKS FK506 prepoznava 
tudi podaljševalno enoto propargilmalonil-SNAC, ki vsebuje kemijsko reaktivno trojno vez, 
kar omogoča nadaljnje kemijske modifikacije na produktu. Propargil-FK506, ki vsebuje 
reaktivno skupino s trojno vezjo, predstavlja izhodni interemdiat za številne pristope 
nadaljnje semi-sintezne kemije. Verjamemo, da bo to delo prispevalo k znanju o uporabi 
SNAC aktiviranih podaljševalnih za produkcijo novih analogov FK506.  
 
Čeprav je ekonomika celotnega procesa še vedno skromna, je kemobiosintezni proces, ki 
smo ga optimizirali, sedaj mogoče prenašati v industrijsko merilo. Metodologija 
kemobiosinteznega procesa, ki smo ga razvili, je primerena tudi za dohranjevanje drugih 
SNAC vezanih prekurzorjev podaljševalnih enot.  
 
Z optimizacijo kemobiosinteznega procesa smo dosegli zadostne količine novega analoga 
propargil-FK506 za analize z jedrsko magnetno resonanco (NMR) in tekočinsko 
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6 SKLEPI  
Glede na pridobljene rezultate med tem magistrskim delom lahko zaključimo:  
 
 Z optimizacijo vegetativnih in produktivnih gojišč ter optimizacijo temperature 
kultivacije smo dosegli ponovljiv bioproces z zadovoljivo produkcijo FK506 na 
nivoju stresalnika. Pri optimizaciji gojišč smo pokazali tudi pomemben vpliv 
različnih vrst škrobov na produkcijo FK506.  
 
 Z dodajanjem prekurzorja sintetične podaljševalne enote alilmalonil-SNAC v 
procesno brozgo S. tsukubaensis ∆allR, ki ne producira FK506, smo uspešno 
komplementirali produkcijo FK506. 
 
 Z dodajanjem nenaravne sintetične gradbene enote propargilmalonil-SNAC v 
procesno brozgo S. tsukubaensis ∆allR smo dosegli produkcijo novega analoga 
FK506, propargil-FK506. Demonstrirali smo, da AT4 domena PKS FK506 sprejema 
nenaravno enoto propargilmalonil-SNAC. Propargil-FK506 smo uspešno izolirali iz 
procesne brozge in njegovo prisotnost potrdili s HPLC analizo in MS.   
 
 Ugotovili smo, da alilmalonil-SNAC pri procesu v Erlenmajerjevih steklenicah v 
višjih koncentracijah deluje inhibitorno na rast produkcijskega organizma, kar se 
kaže v nižji vsebnosti mikrobne biomase in nižjem donosu FK506.  
 
 Z optimizacijo kemobiosinteznega postopka dohranjevanja nenaravne enote 
propargilmalonil-SNAC v procesno brozgo S. tsukubaensis ∆allR smo bistveno 
dvignili donos ciljnega metabolita propargil-FK506.  
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7 POVZETEK  
FK506 (takrolimus) je medicinsko pomemben sekundarni metabolit, ki ga proizvajajo 
določene bakterije iz rodu Streptomyces. FK506 je bil odobren leta 1994 za preprečevanje 
zavrnitve presajenih organov, uporablja pa se tudi za zdravljenje vnetnih kožnih bolezni. 
Zaradi neželenih učinkov, kot so nefrotoksičnost, nevrotoksičnost in arterijska hipertenzija, 
ki jih povzroča, je težnja farmacevtske industrije po iskanju novih analognih spojin FK506 
velika. Kemobiosintezni proces za produkcijo novih analogov, ki so ga razvili Kosec in sod. 
(2012a), omogoča dodajanje kemijsko sintetiziranih podaljševalnih enot (prekurzorjev) v 
procesno brozgo sevu S. tsukubaensis s prekinjenim genom allR. Gen allR kodira encim 
homologen krotonil-CoA-reduktazi/karboksilazi, vpleteni v etilmalonil-CoA metabolno pot, 
ki omogoča tudi asimilacijo acetata. AllR je vpleten v biosintezo podaljševalne enote 
alilmalonil-CoA, ključne za biosintezo FK506. Sev z neaktivnim encimom AllR ne producira ne 
FK506, niti stranskih produktov FK520 in propil-FK506, ki otežujejo in dražijo postopke 
izolacije FK506. Raziskave kažejo, da je AllR encim nizko specifičen za substrat in vpleten v 
biosintezo podaljševalnih enot, iz katerih izhaja stranska veriga na ogljiku C21 na makrolidnem 
obroču FK506, ki je v primeru FK506 alilna, FK520 etilna in propil-FK506 propilna.  
 
Z uporabo seva ∆allR in dodajanjem kemijsko sintetizirane podaljševalne enote, aktivirane v 
obliki N-acetilcisteamin tioestera, propargilmalonil-SNAC, smo uspeli proizvesti novi 
analog FK506, propargil-FK506, katerega prisotnost smo potrdili z metodo HPLC in MS.  
 
Najprej smo z optimizacijo postopkov vzpostavili zadovoljiv donos in ponovljivost 
bioprocesa za produkcijo FK506 na nivoju stresalnika. Ugotovili smo, da na produkcijo 
FK506 vplivata tako vrsta kot proizvajalec glavnega vira ogljika v produkcijskem gojišču. 
Za visok titer FK506 je pomembna tudi pravilna izbira temperature med produkcijsko fazo. 
Rezultati eksperimentov, kjer smo preizkusili dve različni temperaturi, 24 °C in 28 °C, so 
pokazali znatno višji donos FK506 pri nižji temperaturi. Nadalje smo vzpostavljeni 
bioproces uporabili za optimizacijo dodajanja nenaravnih, kemijsko sintetiziranih 
podaljševalnih enot, alilmalonil-SNAC in propargilmalonil-SNAC. Ob dodajanju nenaravne 
enote alilmalonil-SNAC v procesno brozgo divjemu tipu S. tsukubaensis v Erlenmajerjevih 
steklenicah smo opazili relativno visoko toksičnost za produkcijski organizem, ki se je 
odražala v zmanjšanjem nastanku mikrobne biomase. Ob dodajanju nenaravne podaljševalne 
enote propargilmalonil-SNAC divjemu tipu S. tsukubaensis smo opazili znaten inhibitorni 
učinek na produkcijo FK506.  
 
S kontinuiranim dodajanjem propargilmalonil-SNAC v produkcijsko gojišče ∆allR v 
Erlenmajerjevih steklenicah smo dosegli 3 % izkoristek vgrajevanja te podaljševalne enote. 
Pokazali smo, da AT domena 4. modula PKS FK506 prepoznava nenaravno enoto 
propargilmalonil-SNAC in da je z uporabo kemobiosinteznega postopka mogoče pridobiti nove 
analoge FK506. Z eksperimenti smo dosegli zadostne količine propargil-FK506 za nadaljnje 
analize (NMR in LC/MS).  
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PRILOGE 
 
Priloga A: Časovni potek produkcije FK506 in stranskih produktov FK520 in propil-FK506 (p-FK506) pri 
kultivaciji S. tsukubaensis NRRL 18488, sev F9. Za kultivacijo smo uporabili protokol 3 (Slika 20).  Produkcija 
FK520 in propil-FK506 je prikazana kot odstotek produkcije FK506. Za Falcon epruvete so prikazane 
povprečne vrednosti dveh paralelnih rezultatov. V Erlenmajerjevih steklenicah smo eksperiment izvedli v eni 
sami ponovitvi. Količino FK506 in stranskih produktov FK520 in p-FK506 smo kvantificirali z metodo HPLC.  
 
  Sev F9 (S. tsukubaensis NRRL18488)  











1 28 9,5 % 3,5 % 19 11,2 % 4,0 % 
2 36 14,8 % 2,9 % 29 9,5 % 3,6 % 
3 58 12,1 % 3,3 % 65 8,2 % 0,8 % 
4 94 13,1 % 3,6 % 126 9,4 % 2,7 % 
5 126 13,5 % 4,4 % 181 10,7 % 4,4 % 
6 163 12,9 % 4,2 % 214 11,5 % 3,6 % 
7 176 10,9 % 4,8 % 215 11,7 % 4,0 % 
8 201 12,3 % 4,8 % 205 12,0 % 4,0 % 
9 194 12,7 % 5,2 % 196 11,8 % 3,8 % 
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Priloga B: Produkcija FK506 posameznih kolonij pri sevih S. tsukubaensis F9 (divji tip), F503 (∆allR), F499 
(∆allR) in F1094 (∆allR) ob dodajanju alilmalonil-SNAC v procesno brozgo v dveh različnih časovnih 
intervalih.  
 




kolonije F9 F503  F499  F1094 
  FK506 (mg/L) 
Ob inokulaciji v končni 
koncentraciji 0,5 g/L 
  
1 225,1 3,9 24,9 2,3 
2 250,6 0,1 8,9 12,6 
3 194,0 11,0 8,6 9,1 
4 246,8 11,0 10,6 2,0 
5 169,1 3,3 13,4 3,0 
6 247,2 10,6 8,5 12,8 
povprečje 222,1 6,7 12,5 7,0 
Std. odklon 33,7 4,8 6,3 5,2 
Ob inokulaciji in 3. dan 
produkcije, v končni 
koncentraciji 0,5 g/L 
1 236,8 5,0 26,6 0,5 
2 251,5 0,1 10,2 11,4 
3 176,5 23,1 8,4 9,3 
4 244,7 20,6 14,5 1,9 
5 113,2 0,0 21,8 2,6 
6 219,8 21,2 8,0 11,6 
povprečje  207,1 11,7 14,9 6,2 
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Priloga C: Shematski prikaz all genov in seva S. tsukubaensis, ki smo ju uporabljali v tem magistrskem delu: 
divji tip S. tsukubaensis NRRL 18488 (A) in sev S. tsukubaensis s prekinjenim genom allR, ∆allR (B). Desno 
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